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1 Einleitung 
Das Silver-Russell-Syndrom (SRS) stellt sowohl klinisch als auch genetisch ein 
heterogenes Krankheitsbild dar. Neben einer intrauterinen und postnatalen 
Wachstumsretardierung (≤2. Perzentile) weisen die Patienten typische Ge-
sichtsdysmorphien, wie eine dreieckige Gesichtsform, eine prominente Stirn, 
herabhängende Mundwinkel und eine relative Makrozephalie auf. Weitere 
Merkmale sind eine Asymmetrie der Extremitäten sowie eine Klinodaktylie des 
fünften Fingers. 
Die Ursache des häufig sporadisch aber auch familiär auftretenden Syndroms 
ist noch nicht vollständig geklärt. Neben Einzelfällen mit Veränderungen auf den 
Chromosomen 1, 7, 8, 11, 15, 17, 18 und X lässt sich bei etwa 10% der Pati-
enten eine maternale uniparentale Disomie des Chromosoms 7 (UPD(7)mat) 
nachweisen. Dahingegen tragen circa 36-65% der Patienten eine Hypomethy-
lierung in der telomerischen geprägten Region (ICR1) des Chromosoms 11p15. 
Sowohl auf Chromosom 7 als auch auf Chromosom 11 sind in diesen Regionen 
Gene lokalisiert, welche eine bedeutende Rolle für das menschliche Wachstum 
haben, wie IGF2, LIT1, H19 und MEST. Für diese Gene ist eine Interaktion mit 
dem Zinkfinger-Protein Plagl1/Zac1 bei Mäusen nachgewiesen. Das menschli-
che Ortholog zu Zac1 ist LOT1(ZAC1/PLAGL1). Dieses Gen ist lokalisiert auf 
Chromosom 6q24-25 und kodiert für ein Zinkfinger-Protein. Das Protein bindet 
an DNA und kann darüber die Expression anderer Gene beeinflussen. 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) gehört zu den geprägten Genen und wird nur paternal 
exprimiert, eine differentiell methylierte Region lässt sich in Exon 1 finden. Me-
thylierungsdefekte und Imbalancen in der chromosomalen Region von 
LOT1/ZAC1 sind assoziiert mit transientem neonatalen Diabetes mellitus und 
einer Wachstumsretardierung. Auch die Expression von LOT1/ZAC1 in 
menschlichen Placentae von Patienten mit intrauteriner Wachstumsretardierung 
ist reduziert. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass Zac1 die Expres-
sion von Genen, die in der Embryonalentwicklung und der Differenzierung in-
volviert sind, beeinflusst, und dass eine Inaktivierung des Gens bei Mäusen zu 
einem SRS-ähnlichen Phänotyp führt. Die beschriebenen Daten indizieren, 
dass LOT1/ZAC1 Mitglied eines Gen-Netzwerkes ist, welches an der Kontrolle 
der Embryonalentwicklung beteiligt ist, und dass Mutationen in diesem Bereich 
möglicherweise zu einem SRS führen können. 
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Das Gen KCNQ1 ist in der für das SRS bedeutenden Region 11p15.5 lokali-
siert. Es kodiert für einen spannungsabhängigen K+-Kanal, welcher vor allem im 
Herzen und an Epithelien exprimiert wird. Mutationen in diesem Gen führen 
unter anderem zum Long-QT- und Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom. Auch eine 
Beteiligung an der Entstehung des Beckwith-Wiedemann-Syndroms (BWS) wird 
diskutiert. Für Patienten mit SRS ist eine maternale Duplikation im Bereich von 
11p15.5 beschrieben, die neben der für das SRS bedeutsamen Imprinting 
Control Region 1 (ICR1) auch die ICR2 (KvDMR1) umfasst. Die KvDMR1 ist 
innerhalb Intron 10 von KCNQ1 lokalisiert. Bei einem SRS-Patienten konnte 
eine maternale Duplikation beobachtet werden, die lediglich die zentromerische 
Prägungs-Region KvDMR1 und damit auch das Gen KCNQ1 umfasst. Der 
Verlust der maternalen Methylierung der KvDMR1 führt zur Entstehung des 
BWS, welches sowohl klinisch als auch genetisch gegensätzlich zum SRS in 
Erscheinung tritt. Da neben der telomerischen ICR1, in der bei über 38% der 
SRS-Patienten eine Hypomethylierung nachweisbar ist, somit auch der zentro-
merischen Prägungs-Kontroll-Region eine Bedeutung in der  Ätiologie des SRS 
beigemessen werden kann, lässt sich auch aufgrund der Lokalisation der 
KvDMR1 eine Beteiligung von KCNQ1 bei der Entstehung des SRS annehmen. 
Weiterhin konnte in einem Mausmodell nachgewiesen werden, dass eine pater-
nale Deletion im Bereich der KvDMR1 zu einer erhöhten Expression sowohl von 
Cdkn1c als auch von Kcnq1 führt. Phänotypisch wiesen die Mäuse eine 
Wachstumsrestriktion sowie ein geringeres Gewicht als Wildtyp-Mäuse auf, dies 
sind beides Merkmale, die auch beim SRS beobachtet werden können. Da 
KCNQ1 zusammen mit dem Produkt des auf Chromosom 21 lokalisierten Gens 
KCNE1 einen K+-Kanal ausbildet und bei einem SRS-Patient eine KCNE1-um-
fassende Duplikation nachgewiesen werden konnte, lässt sich auch hier ein 
Beitrag von KCNQ1 zur Ätiologie des SRS vermuten. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand daher darin, den Einfluss von geneti-
schen Varianten in den Genen LOT1(ZAC1/PLAGL1) und KCNQ1 zum SRS zu 
ermitteln. 
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2 Allgemeine Grundlagen 
2.1 Intrauterine Wachstumsrestriktion (IUGR) 
Liegen das Geburtsgewicht und/oder die Geburtslänge eines Neugeborenen 
unterhalb der 3. Perzentile der Norm für das Gestationsalter, und liegt eine pa-
thologische Wachstumsrestriktion aufgrund genetischer oder umweltbedingter 
Einflüsse vor, so wird dies als intrauterine Wachstumsrestriktion (IUGR) be-
zeichnet. Im Gegensatz dazu liegt bei „small for gestational age“ (SGA-) Kin-
dern trotz eines geringeren Geburtsgewichtes bzw. einer geringeren 
Geburtslänge keine pathologische Wachstumsrestriktion im oben genannten 
Sinne vor. Etwa 3% der Neugeborenen sind für das Gestationsalter zu leicht, 
wobei bis zu 90% der Kinder ein Aufholwachstum in den ersten beiden 
Lebensjahren zeigen (Wollmann et Klingebiel, 2002). 
Es sind sowohl maternale, plazentare, als auch fetale Einflussfaktoren in der 
Pathogenese der IUGR beschrieben. Hierbei nehmen in entwickelten Ländern 
der Zigarettenkonsum, Mangelernährung und ein geringes Körpergewicht der 
Mutter einen hohen Stellenwert ein (Wollmann, 1998 und Schneider et al., 
2006). Eine Übersicht über verschiedene Einflussfaktoren gibt Tabelle 2.1. 
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Tabelle 2.1 Übersicht über verschiedene Einflussfaktoren auf eine IUGR (nach Wollmann, 1998 
und Schneider et al., 2006) 
maternale Einflussfakto-
ren 
chronische Erkrankungen wie z. B. Anämie, Hy-
pertonie/Präeklampsie, Diabetes mellitus, chro-
nische Nierenleiden 
toxische Einflüsse, Nikotin, Drogen, Alkohol 
Mangelernährung 
Hyperthermie 
O2-Mangel 
fetale Einflussfaktoren intrauterine Infektionen: Röteln, Zytomegalie, 
Toxoplasmose, Herpes 
Fehlbildungen 
Chromosomale Störungen: autosomale Triso-
mien, Monosomien und Deletionen 
Stoffwechselerkrankungen 
Strahlenexposition 
plazentare Einflussfakto-
ren 
Plazenta praevia 
Plazentainfarkt 
Chromosomenanomalien 
gestörte Plazentation (mit oder ohne Uteruspa-
thologie) 
Mehrlingsschwangerschaften 
 
Die Diagnose SGA lässt sich meist schon intrauterin mittels Sonographie stel-
len, wobei verschiedene biometrische Parameter, wie der Abdomenumfang, der 
frontookzipitale Kopfumfang, der biparietale Durchmesser und die Länge der 
Femur- oder Humerusdiaphyse mehrfach im Verlauf erhoben werden. Bei Ver-
dacht auf eine Wachstumsretardierung werden zur weiteren Diagnostik eine 
Doppler-Sonographie der A. umbilicalis, ein Infektionsscreening sowie eine Ka-
ryotypisierung empfohlen, um eine pathologische Ursache und somit eine IUGR 
auszuschließen (Crombach et Tandu-Umba, 2001). 
Es bestehen keine direkten therapeutischen Möglichkeiten der Behandlung des 
SGA und der IUGR. Der wichtigste indirekte therapeutische Ansatz liegt jedoch 
in der Ausschaltung von exogenen Noxen, wie zum Beispiel Alkohol-, Drogen- 
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und Zigarettenkonsum der Mutter. Des Weiteren werden Bettruhe, die medika-
mentöse Behandlung von Infektionen und eine Anbindung an perinatale 
Zentren empfohlen (Crombach et Tandu-Umba, 2001). 
2.2 Silver-Russell-Syndrom 
2.2.1 Klinik 
Das Silver-Russell-Syndrom (SRS) stellt ein klinisch und genetisch heterogenes 
Krankheitsbild dar, welches erstmals von Silver et al. (1953) und Russell (1954) 
unabhängig voneinander beschrieben wurde. 
Es sind mehr als 400 Fälle in der Literatur beschrieben, wobei allerdings ein-
deutige Angaben zur Inzidenz der Erkrankung fehlen (Wetterau et McGovern, 
2006). 
Die Patienten fallen durch einen intrauterinen und postnatalen Kleinwuchs, der 
unterhalb oder auf der 2. Perzentile verläuft, auf. Die Endgrößenprognose für 
SRS-Kinder ist bei einer mittleren Endgröße für Mädchen von 140cm und für 
Jungen von 150cm sehr schlecht und liegt etwa 4 Standardabweichungen unter 
der Norm (Wollmann et Klingebiel, 2002).  
Neben dem klinischen Bild des Kleinwuchses zeigen sich typische kraniofaziale 
Dysmorphien wie ein kleines dreieckförmiges Gesicht, eine prominente Stirn 
und herabhängende Mundwinkel bei normalem Kopfumfang.  Als weitere cha-
rakteristische klinische Merkmale lassen sich eine Asymmetrie von Körper und 
Extremitäten, eine Klinodaktylie des V. Fingers sowie eine relative Makrozepha-
lie beobachten (zur Übersicht: Abu-Amero, 2008). Viele Kinder zeigen auch 
eine Trinkschwäche, so dass oftmals eine Sondenernährung notwendig ist 
(Wollmann et Klingebiel, 2002). Tabelle 2.2 gibt einen Überblick über typische 
klinische Merkmale des SRS. 
Die Ausprägung der Symptome ist sehr variabel und schwächt sich mit zuneh-
mendem Alter ab, was die Diagnostik des SRS erschwert (Eggermann et al., 
2006). 
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Tabelle 2.2 klinische Symptome des Silver-Russell-Syndroms (nach Wollmann et al., 1995 und 
Eggermann et al., 2006) 
 Hauptmerkmale zusätzliche Merkmale 
Wachstum IUGR 
Kleinwuchs 
verzögertes Knochen-
wachstum 
kraniofaziale 
Dysmorphien 
herabhängende Mundwinkel 
kleine, dreieckige Gesichtsform 
prominente Stirn 
relative Makrozephalie 
hoher Gau-
men/Gaumenspalte 
Ohranomalien 
Zahnfehlstellungen 
Extremitäten- 
und Rumpf-
Auffälligkeiten 
Asymmetrie der Extremitäten 
Brachydaktylie der V. Finger 
Hemihypotrophie des Stamms/ 
der Extremitäten 
Klinodaktylie der V. Finger 
Cryptorchismus 
Hypospadie 
muskuläre Hypoto-
nie/Hypotrophie 
partielle kutane Syn-
daktylie zwischen II. und 
III. Zehen 
2.2.2 Genetik 
Das SRS zeigt sich nicht nur klinisch, sondern auch genetisch als ein heteroge-
nes Krankheitsbild. Es tritt meist sporadisch auf, obwohl auch autosomal domi-
nante, autosomal rezessive und X-chromosomale Erbgänge in der Literatur be-
schrieben sind (zur Übersicht: Hitchins et al., 2001).  
Als wichtigste Kandidatenchromosomen für das SRS gelten zurzeit Chromosom 
7 und Chromosom 11. So ist mit über 38% eine Hypomethylierung der Imprin-
ting Kontrollregion 1 (ICR1) im Bereich von Chromosom 11p15 die häufigste 
nachweisbare Veränderung bei Patienten mit SRS.  Eine maternale uniparen-
tale Disomie des Chromosms 7 (UPD(7)mat) stellt mit 7-10% der Fälle ebenfalls 
eine häufige Ursache für das SRS dar. Auch Aberrationen dieser beiden Chro-
mosomen führen zu einem SRS-Phänotyp (zur Übersicht: Eggermann et al., 
2006). Weiterhin wurden in Einzelfällen auch Veränderungen der Chromoso-
men 1, 8, 15, 17, 18 und X in Zusammenhang mit dem SRS-Phänotyp ge-
bracht. Allerdings lagen bei den untersuchten Patienten meist auch zusätzliche 
oder atypische klinische Zeichen vor (zur Übersicht: Abu-Amero, 2008). Tabelle 
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2.3 gibt einen Überblick über die bisher beschriebenen genetischen Verände-
rungen. 
Tabelle 2.3 Übersicht über die bisher beschriebenen genetischen Veränderungen die zum SRS 
führen können (nach: Abu-Amero et al., 2008) 
Chromosom Genotyp klinische Relevanz 
1 Trisomie 1q32.1-42.1 
Dup 1q42-qter 
? 
7 UPD(7)mat 
Dup 7p11.2-p14 
UPD(7q31-qter) 
milderes Spektrum 
8 Del 8q11-q12 ? 
11 Hypomethylierung 11p15 
Dup11p15mat 
typisches SRS 
milderes Spektrum 
15 r15 
r15(p12q26.3) Trisomie 7q34-qter 
Monosomie 15q26.3-qter 
? 
17 t(17;20)(q25;q13) 
t(1;17)(q31;q25) 
Hypomethylierung 11p15 del17q22-q24 
? 
18 Trisomie 18 
del 18p 
? 
X 45X rechte Seite, 45X/47XXY linke 
Seite 
47XXY 
? 
Chromosom 7 
Es konnten bisher verschiedene Chromosom 7 betreffende genetische Verän-
derungen bei Patienten mit SRS nachgewiesen werden. Gemeinsam ist diesen 
Veränderungen eine Beteiligung der Region 7p12-p14, so dass dieser Bereich 
bedeutsam für die Ätiologie des SRS zu sein scheint (zur Übersicht: Egger-
mann et al., 2006). In diesem chromosomalen Abschnitt sind die vielfach unter-
suchten Kandidatengene GRB10 (growth factor receptor bound protein 10), 
EGFR (epidermal growth factor receptor), IGFBP1 und IGFBP3 (insulin-like 
growth factor binding protein 1 und 3) lokalisiert. Diese Gene sind maßgeblich 
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an der Regulation des Wachstums beteiligt. So kodiert GRB10 beispielsweise 
für einen Wachstumssuppressor, der über den Insulin- und den IGF2-Rezeptor 
wirkt. Diese Rezeptoren sind ebenso wie die Insulin-Bindeproteine wesentlich 
an der Regulation des fetalen und plazentaren Wachstums beteiligt (zur Über-
sicht: Gicquel et Le Bouc, 2006). Allerdings konnten bisher weder genetische 
noch epigenetische Mutationen in den genannten Genen gefunden werden, die 
zu einem SRS führen könnten (zur Übersicht: Abu-Amero et al., 2008).  
Auch das maternal geprägte Gen PEG1/MEST1, welches im Bereich 7q31 lo-
kalisiert ist, wurde vielfach als Kandidatengen für das SRS diskutiert (zur Über-
sicht: Abu-Amero et al., 2008). Ein Nachweis einer relevanten Mutation des 
Imprintings konnte allerdings bisher auch noch nicht erbracht werden (Schön-
herr et al., 2008). 
Bei etwa 7-10% der untersuchten SRS-Patienten kann eine maternale unipa-
rentale Disomie des Chromosoms 7 (UPD(7)mat) nachgewiesen werden. Sie 
stellt damit neben den ungeklärten Fällen zurzeit die zweithäufigste Ursache für 
ein SRS dar (zur Übersicht: Abu-Amero et al., 2008). 
Bei einer uniparentalen Disomie (UPD) erhält das Kind beide Homologen eines 
Chromosoms von nur einem Elternteil. Unter bestimmten Voraussetzungen 
kann diese Variante zu einem anormalen Phänotyp führen. Liegt durch die UPD 
nur ein durch Imprinting inaktiviertes Allel vor, so führt dies zum Verlust  von 
Genprodukten. Kann dies nicht durch die Aktivität anderer Gene kompensiert 
werden, so resultiert ein abnormer Phänotyp aus der UPD. Weiterhin kann die 
Homöostase dadurch gestört sein, dass zwei aktive Gene vorliegen, was wie-
derum mit einer Erhöhung der Gendosis einhergeht. 
Verschiedene Entstehungsmechanismen für eine UPD sind möglich. Die 
häufigste und wahrscheinlichste Form des „trisomy rescue“ soll im Folgenden 
näher erläutert werden. Nach der Befruchtung liegt diesem Mechanismus nach 
eine trisome Zygote vor. Dies bedeutet, dass bei einem Elternteil ein Non-
Disjunction-Ereignis und damit ein Zugewinn eines Chromosoms stattgefunden 
haben muss. Bei einer maternalen UPD ereignet sich dieser Zugewinn meist 
während der Meiose, bei der paternalen UPD dahingegen bei der 
postzygotischen Mitose. Bei einem „trisomy rescue“ kommt es nun zu einem 
Verlust eines der zusätzlichen Chromosomen. Bleiben dann entweder zwei 
Chromosomen der Mutter oder zwei Chromosomen des Vaters zurück, so re-
sultiert eine UPD. Hierbei lässt sich weiterhin eine Isodisomie von einer Hetero-
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disomie unterscheiden. Sind die beiden homologen Chromosomen identisch, 
das heißt, trägt die Keimzelle die zwei Chromatiden eines einzigen Chromo-
soms, so liegt eine Isodisomie vor. Stammen die Chromosomen jedoch von den 
beiden Homologen eines Elternteils, so handelt es sich um eine Heterodisomie 
(zur Übersicht: Strachan et Read, 2005 und Murken et al., 2006). Abbildung 2.1 
zeigt schematisch den Mechanismus der Entstehung einer maternalen unipa-
rentalen Isodisomie. 
 
 
Abbildung 2.1 Schematische Darstellung des Entstehungsmechanismus einer maternalen 
uniparentalen Disomie (hier Isodisomie) in Anlehnung an Murken et al., 2006 
Der Phänotyp der SRS-Patienten mit UPD(7)mat präsentiert sich im Vergleich 
zu anderen genetischen Ursachen in einer milderen Form. So sind die Kern-
merkmale der kraniofazialen Dysmorphien nicht so stark ausgeprägt wie bei 
anderen Patienten. Dahingegen scheint bei den Patienten mit UPD(7)mat aller-
dings eine verzögerte Sprachentwicklung vorzuliegen (zur Übersicht: Kotzot, 
2008). 
Chromosom 11 
Die zurzeit häufigste nachweisbare genetische Veränderung bei Patienten mit 
einem SRS lässt sich auf Chromosom 11 finden. Hierbei ist vor allem die Re-
gion 11p15 interessant. Sie enthält verschiedene geprägte Gene, die wesentlich 
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an der Regulation des fetalen Wachstums beteiligt sind. Veränderungen in die-
sem Bereich können zu dem durch Großwuchs gekennzeichneten Beckwith-
Wiedemann-Syndrom (BWS) aber auch zum SRS führen. Diese beiden Syn-
drome stellen sowohl genetisch als auch klinisch gegensätzliche Krankheitsbil-
der dar (zur Übersicht: Eggermann et al., 2008). 
Die Region 11p15 enthält zwei Cluster von Genen, die differentiell reguliert 
werden. Das erste Gen-Cluster umfasst das maternal exprimierte Gen H19 und 
das paternal exprimierte Gen IGF2 (insulin-like growth factor 2), welche über 
die differentiell methylierte Domäne (DMR) von H19, die der Imprinting Control 
Region 1 (ICR1) entspricht, reguliert werden. Das zweite Gen-Cluster liegt im 
zentromerischen Bereich und enthält die maternal exprimierten Gene CDKN1C 
und KCNQ1. Diese Gene werden reguliert durch die in Intron 10 des Gens 
KCNQ1 lokalisierte KvDMR1, welche auch als ICR2 bezeichnet wird. Paternal 
exprimierte Gene haben meist eine wachstumsfördernde Wirkung, wohingegen 
maternal exprimierte Gene wachstumshemmende Eigenschaften besitzen (zur 
Übersicht: Weksberg et al., 2003). Abbildung 2.2 gibt schematisch die 
Expressions-Regulation der Region 11p15.5 wieder. 
 
 
Abbildung 2.2 schematische Darstellung der Imprintingdomänen in 11p15 und der Expression 
der geprägten Gene, blau dargestellt sind dabei die exprimierten, rot die stillgelegten Gene,  
gibt Methylierungen an, nach Eggermann et al. (2006) 
Erste Hinweise auf eine Beteiligung dieser Genregion beim SRS fanden sich 
über den Nachweis einer maternalen Duplikation der Region 11p15 bei Patien-
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ten mit SRS (zur Übersicht: Eggermann et al., 2005). Eine paternale Duplikation 
dieses Bereiches führt dahingegen zu dem klinischen Bild eines BWS. 
Eine Hypomethylierung im Bereich der ICR1 von H19 und IGF2 kann bei über 
38% der Patienten mit SRS nachgewiesen werden und stellt somit die zurzeit 
häufigste nachweisbare genetische Veränderung des SRS dar (zur Übersicht: 
Abu-Amero, 2008). Durch die Hypomethylierung kommt es zu einer vermehrten 
Expression des wachstumsinhibierenden Gens H19. Weiterhin konnte 
beobachtet werden, dass die Expression des wachstumsfördernden IGF2 in 
Fibroblasten reduziert ist (Gicquel et al., 2005).  Somit resultiert die Hypomethy-
lierung in einem für das SRS typischen kleinwüchsigen Phänotyp. Im 
Gegensatz zu diesen Veränderungen ist bei Patienten mit BWS eine 
Hypermethylierung von H19 beschrieben, die zu einer verminderten Expression 
des Gens führt. Weiterhin bewirkt ein Imprintingverlust in der telomerischen 
ICR1 eine verstärkte Expression von IGF2, was zu dem bei BWS 
beobachtbaren Großwuchs führt (zur Übersicht: Eggermann et al., 2008).  
Eine Veränderung in der ICR2 konnte bisher lediglich für einen Patienten mit 
SRS nachgewiesen werden. So fanden Schönherr und Co-Autoren (2007) eine 
maternale Duplikation der ICR2, welche ebenfalls den Phänotyp des SRS ver-
ursachte. Der duplizierte Bereich umfasste unter anderem die maternal expri-
mierten Gene KCNQ1 und CDKN1C, sowie das paternal exprimierte Gen 
LIT1(KCNQ1OT). Methylierungsdefekte in der ICR1 konnten bei dem betroffe-
nen Patienten nicht nachgewiesen werden. Auch für das BWS sind genetische 
Veränderungen in der ICR2 beschrieben. Hierbei handelt es sich um Mutatio-
nen im Gen CDKN1C sowie um Hypomethylierungen im Bereich der KvDMR1. 
Letztere lässt sich bei etwa 50% der Patienten beobachten. Somit zeigt sich 
auch für die ICR2, dass das SRS und das BWS nicht nur klinisch, sondern auch 
genetisch gegensätzliche Syndrome darstellen (zur Übersicht: Eggermann et 
al., 2006). 
2.2.3 Diagnostik 
Zur Diagnostik des SRS schlagen Netchine et al. (2007) ein Scoring-System 
vor. Hierbei müssen neben einer intrauterinen Wachstumsretardierung drei der 
folgenden Kriterien erfüllt sein: 
 1) postnatale Wachstumsretardierung (≤2. Perzentile) 
 2) relative Makrozephalie bei Geburt 
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 3) prominente Stirn in früher Kindheit 
 4) Körperasymmetrien 
 5) Ernährungsschwierigkeiten in früher Kindheit 
Trotz dieser Kriterien bleibt die Diagnosestellung dennoch schwierig und ist 
sehr von der klinischen Erfahrung des Untersuchers abhängig. Eine einheitliche 
Diagnosefindung wird zudem durch die Variabilität der Ausprägung der Symp-
tome und durch die Abschwächung der Klinik mit zunehmendem Lebensalter 
schwierig (Eggermann et al., 2008). 
Neben der klinischen Diagnosestellung sollten bei Verdacht auf Vorliegen eines 
SRS auch humangenetische Untersuchungen erfolgen. Hierzu gehört zum ei-
nen eine zytogenetische Diagnostik, um chromosomale Aberrationen auszu-
schließen. Da ca. 38% der SRS-Patienten eine Hypomethylierung in der Region 
11p15 aufweisen, sollte auch dieser Bereich genetisch untersucht werden. So-
fern diese Veränderungen ausgeschlossen wurden, empfiehlt sich noch eine 
Analyse einer maternalen UPD7 (UPD(7)mat) (Eggermann et al., 2006). 
2.2.4 Therapie 
Aufgrund der vielseitigen Symptomatik ergeben sich verschiedene therapeuti-
sche Ansätze beim SRS. So sollten neben dem Versuch der Behandlung des 
Kleinwuchses auch orthopädische und kieferorthopädische Behandlungen er-
folgen, um Asymmetrien, Skoliosen und Achsenfehlstellungen auszugleichen. 
Eine positive Beeinflussung des Längenwachstums lässt sich in vielen Fällen 
über eine frühzeitige Therapie mit Wachstumshormon (GH) erreichen, selbst 
wenn kein GH-Mangel vorliegt. Bei Vorliegen einer Trinkschwäche und Ess-
problemen ist unter Umständen eine Nahrungssubstitution über eine Ernäh-
rungssonde anzustreben. Hierbei muss allerdings die Kalorienzufuhr auch an 
die insgesamt kleinere Konstitution des Kindes angepasst werden. Da auch die 
motorische Entwicklung der Kinder verzögert abläuft, kann hier eine kranken-
gymnastische Behandlung hilfreich sein.  
Neben der medizinischen Betreuung der Kinder ist auch auf eine gute psycho-
soziale Unterstützung der Eltern und des Kindes selbst zu achten, um das 
Selbstbewusstsein im Umgang mit der Erkrankung zu stärken (Wollmann et 
Klingebiel, 2002). 
Da die Patienten gut von einer unterstützenden Ernährungstherapie und einer 
physikalischen und schulbegleitenden Therapie profitieren, liegt insgesamt eine 
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gute Prognose vor. Bei einigen Patienten wird allerdings von einer bleibenden 
milden Intelligenzminderung berichtet (Wetterau et McGovern, 2006). 
2.3 LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
2.3.1 Aufbau und Lokalisation 
Das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) ist auf dem langen Arm von Chromosom 6 
(6q24-25) lokalisiert und wird ubiquitär in verschiedenen Geweben exprimiert. 
Es können drei Varianten des Gens unterschieden werden: LOT1, ZAC1 und 
PLAGL1. Die Varianten haben ein gemeinsames 3’-Ende in Exon 1. Die weite-
ren Exons unterliegen dem Splicing, so dass schließlich LOT1 aus 6, ZAC1 aus 
9 und PLAGL1 aus 5 Exons besteht (Abbildung 2.3). 
 
 
Abbildung 2.3 schematische Organisation der Splicevarianten ZAC1, LOT1 und PLAGL1 aus 
Abdollahi et al. 2003. Die Zahlen präsentieren die Lokalisation und Größe der Exons für die 
angegebenen DNA-Sequenzen (AL109755 und AL049844) der Datenbank von NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
In dieser Studie wurde die Variante LOT1 untersucht, deren offener Leserah-
men identisch mit dem von ZAC1 ist. Auch Exon 1, welches eine differentiell 
methylierte Region enthält, stimmt bei beiden Varianten überein (zur Übersicht: 
Abdollahi, 2007).  
Es sind zwei Transkriptionsstartstellen für LOT1(ZAC1/PLAGL1) beschrieben, 
so dass daraus ein 165bp bzw. ein 326bp großes Exon 1 entsteht (Abdollahi et 
al., 2003). Weiterhin sind zwei Isoformen der mRNA für das LOT1/ZAC1 Protein 
beschrieben, die aus alternativem Splicing in der kodierenden Region zur 
Translation von Polypeptiden mit fünf bzw. sieben Zinkfinger-Motiven resultie-
2 Allgemeine Grundlagen 14 
 
 
ren. Isoform 1 wird durch Exon 6 des Gens LOT1 kodiert und führt zu einem 
Polypeptid von 411 Aminosäuren, die fünf Zinkfinger vom C2H2-Typ ausbilden. 
Dahingegen bilden die 463 Aminosäuren der Isoform 2, welche durch Exon 5 
und 6 kodiert werden, ein Protein mit sieben Zinkfingern aus. Beide Proteine 
sind nukleär lokalisiert (Bilanges et al., 2001). 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) gehört zu den maternal geprägten Genen, so dass ledig-
lich das väterliche Allel exprimiert wird (Kamiya et al., 2000). 
Es besteht ein hoher Grad an Konservierung zwischen dem Maus- und 
menschlichen LOT1/ZAC-Protein, wobei das Mausprotein noch zwei zusätzli-
che Domänen enthält. Zum einen findet sich ein Abschnitt mit 34 Prolin-haltigen 
Tripeptid-Wiederholungen (PLE, PMQ oder PML). Zum anderen gibt es in 
Lot1/Zac1 eine Region mit Wiederholungen von Prolin, Glutamat und Glutamin, 
die bei dem humanem LOT1/ZAC1 nicht zu beobachten ist. Es besteht aller-
dings kein funktioneller Unterschied zwischen Maus- und menschlichem Protein 
(Varrault et al., 1998). 
LOT1/ZAC1 und PLAGL1 können über spezifische Sequenzen an die DNA bin-
den und dadurch ihre Funktion als Transkriptionsfaktoren wahrnehmen. Die 
Bindestelle für PLAGL1 wurde als G6C4 identifiziert, wohingegen für Lot1/Zac1 
bei Mäusen eine G4C4-Bindestelle beschrieben ist (Varrault et al., 1998 und 
Varrault et al., 2006). 
Die Expression von LOT1(ZAC1/PLAGL1) wird über zwei epigenetische Me-
chanismen reguliert. Zum einen führt eine Methylierung der in Exon 1 befindli-
chen CpG-Insel zu einer Reduktion bis Stilllegung der Expression von 
LOT1(ZAC1/PLAGL1). Dies konnte bei verschiedenen Tumoren beobachtet 
werden. Zum anderen kommt es auch über eine epigenetische Modifikation, die 
eine Histon-Deacetylierung umfasst, zu einer verminderten Expression von 
LOT1(ZAC1/PAGL1) (Abdollahi et al., 2003).  
2.3.2 Funktion 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) spielt eine bedeutende Rolle in der Ätiologie verschiede-
ner Tumore und wird als mögliches Tumorsuppressorgen der Region 6q24 an-
gesehen. So ist eine Verminderung der Genexpression bei Ovarial-, Mamma-, 
Kopf- und Hals-Plattenepithelzellkarzinomen nachgewiesen (zur Übersicht: Ab-
dollahi, 2007). Des Weiteren scheint LOT1(ZAC1/PLAGL1) bedeutsam zu sein 
für die Wachstumsregulation und Differenzierung in der Hypophyse, da bei Hy-
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pophysenadenomen, hierbei speziell bei den hormoninaktiven Adenomen, 
ebenfalls eine verminderte Konzentration an LOT1-mRNA nachgewiesen wer-
den konnte (Pagotto et al., 2000). LOT1(ZAC1/PLAGL1) besitzt antiproliferative 
Eigenschaften und induziert über separate Mechanismen den G1-Arrest einer 
Zelle und Apoptose (Spengler et al., 1997). Dabei läuft die Apoptose unabhän-
gig von p53 über die Caspasen 3, 6 und 8 ab (Kamikihara et al., 2005). Es ist 
allerdings zu beachten, dass die beiden Isoformen 1 und 2 eine unterschiedli-
che Effektivität besitzen. So ist die fünf Zinkfinger ausbildende Isoform 2, wel-
che auch als ZACDelta2 bezeichnet wird, wirksamer in der Einleitung des G1-
Arrestes des Zellzyklus im Vergleich zur Isoform 1. Letztere ist jedoch effizien-
ter in der Induktion der Apoptose (Bilanges et al., 2001). Als Folge einer ge-
ringeren Expression von LOT1(ZAC1/PLAGL1) fällt somit ein regulierender 
Faktor weg und es resultiert ein ungehemmteres Zellwachstum, was wiederum 
die Entstehung einer Krebserkrankung begünstigen kann. 
Weiterhin ist LOT1(ZAC1/PLAGL1) zusammen mit HYMAI ein Kandidatengen 
für die Ätiologie des transienten neonatalen Diabetes mellitus (TNDM). Drei zu 
TNDM führende genetische Mechanismen sind beschrieben, die eine Beteili-
gung von LOT1(ZAC1/PLAGL1) nahe legen: eine paternale Isodisomie des 
Chromosoms 6, eine paternale Duplikation der Region 6q24, sowie ein Methy-
lierungsdefekt der CpG-Insel in Exon 1 von LOT1(ZAC1/PLAGLl1)/HYMAI (zur 
Übersicht: Temple et Shield, 2002). Interessanterweise ist die Symptomatik des 
TNDM neben einer temporären Insulinpflicht auch durch eine IUGR (<2. 
Perzentile) gekennzeichnet. Letztere wird auch beim SRS beobachtet (Polak et 
Cavé, 2007). Weiterhin konnten Temple et al. (2000) bei einem Drittel ihrer 
untersuchten Patienten eine Makroglossie sowie teilweise auch Nabelhernien 
feststellen. Diese Körperteile sind auch bei Patienten mit Beckwith-Wiedemann-
Syndrom (BWS) verändert. Arima et al. (2005) vermuten über die Induktion der 
Transkripiton von LIT1 eine indirekte Herunterregulierung von 
p57Kip2(CDKN1C), was zum BWS führen kann. SRS und BWS stellen zwei kli-
nisch und genetisch gegensätzliche Syndrome dar (zur Übersicht: Eggermann 
et al., 2008), so dass ein möglicher Einfluss von LOT1(ZAC1/PLAGL1) auch auf 
die Genese des SRS denkbar wäre. 
Weitere Hinweise auf einen Einfluss von LOT1(ZAC1/PLAGL1) auf das SRS 
geben die Ergebnisse von Varrault und Co-Autoren (2006). Sie beschreiben 
das Gen als Bestandteil eines geprägte Gene umfassenden Netzwerkes, wel-
2 Allgemeine Grundlagen 16 
 
 
ches das embryonale Wachstum reguliert. So beeinflusst Zac1 unter anderem 
durch die Bindung an einen gemeinsamen Enhancer die in embryonale 
Wachstumsprozesse involvierten Gene Igf2 und H19 (Varrault et al., 2006). 
Weiterhin konnte, im Gegensatz zur Erwartung, beobachtet werden, dass eine 
Deletion des paternalen Allels des Tumorsuppressorgens Lot1(Zac1/Plagl1) bei 
Mäusen zu einer IUGR, Defekten in der Knochenentwicklung und neonataler 
Letalität führt. IUGR und Knochenfehlentwicklung sind beides Symptome die 
auch beim SRS beobachtet werden können. Für diese Beobachtung spricht die 
Hypothese über den Konflikt der elterlichen Genome. Hierbei stimulieren pater-
nal exprimierte Gene das Wachstum des Feten, wohingegen maternal expri-
mierte Gene dessen Wachstum zum Schutz der Ressourcen der Mutter hem-
men (Wilkins et Haig, 2003). Allerdings ist die Beobachtung konträr zu der Tu-
morsuppressor-Eigenschaft von LOT1(ZAC1/PLAGL1), nach der bei Ausfall des 
Proteins eher eine Wachstumsprogression erwartet werden würde. 
McMinn et al. (2006) beobachteten in den Plazentae von Schwangeren mit 
IUGR-Kindern eine verminderte Expression von LOT1(ZAC1/PLAGL1), so dass 
auch hier ein Hinweis auf eine Beteiligung des Gens bei der Regulation des 
Wachstums vorliegt. 
Eine weitere wichtige beschriebene Funktion von Lot1/Zac1 ist die als 
Transkriptionsfaktor. So induziert es beispielsweise die Transkription des 
PACAP Typ 1 Rezeptors. PACAP (pituitary adenylate cylcase-activating poly-
peptide) besitzt eine hohe Affinität zu diesem Rezeptor und stimuliert unter an-
derem die Sekretion von Somatotropin und Insulin, welche wichtige Effektoren 
der Wachstumsregulation darstellen (Ciani et al., 1999). Weiterhin sind Co-
Faktor-Funktionen für Lot1/Zac1 berichtet: es beeinflusst unter anderem die 
transkriptionsregulatorischen Proteine p53, GRIP1 und p300 (Huang et al., 
2001 und Hoffmann et al., 2006); 
LOT1/ZAC1 scheint darüber hinaus in verschiedene Wachstumsfaktor-Signal-
wege involviert zu sein (zur Übersicht: Abdollahi, 2007).  
2.4 KCNQ1 
2.4.1 Aufbau und Lokalisation 
Das Gen KCNQ1, welches auch als KvLQT1 bezeichnet wird, ist auf dem kur-
zen Arm von Chromosom 11 (11p15.5) lokalisiert und wird ubiquitär in ver-
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schiedenen Geweben mit Ausnahme des Nervensystems exprimiert. KCNQ1 
umfasst einen Bereich von etwa 400kb und besteht aus 19 Exons. Sechs ver-
schiedene Splice-Varianten des menschlichen KCNQ1-Gens sind beschrieben, 
die die Isoformen 0-5 ausbilden. Eine Übersicht über die genomische Organisa-
tion und die Splice-Varianten geben Abbildung 2.4 und Tabelle 2.4. 
 
 
Abbildung 2.4 genomische Organisation des Gens KCNQ1 nach Neyroud et al. (1999) 
Tabelle 2.4 Übersicht über die Splicevarianten von KCNQ1 mit zugehörigen Exons und Funk-
tion 
KCNQ1 
Isoform zugehörige Exons Funktion 
0 1a, 1, 2-15 wahrscheinlich Klonierungsartefakt, 
unterscheidet sich im 5’-Ende von 
Exon 1a zu Isoform 1 
1 1a, 1, 2-15 hauptsächliche Isoformen, die mit 
KCNE-Proteinen einen K+-Kanal 
bilden 
2 1b, 1, 2-15 
3 1b, 1c, 1, 2-15 wahrscheinlich untranslatiert 
4 1b, 1c, 1, 2a, 2-15 wahrscheinlich untranslatiert 
5 3’-Ende 1a, 1c, 1, 2-15 besitzt einen offenen Leserahmen, 
allerdings gibt es keinen Hinweis auf 
einen daraus resultierenden funktio-
nellen K+-Kanal 
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Die Exons 1 und 2-15 finden sich in jeder Isoform wieder, die Unterschiede lie-
gen vor allem in der Einbeziehung von Exon 1a, 1b, 1c und 2a. Ein Stopp-Co-
don lässt sich sowohl in Exon 1c als auch in Exon 15 finden. Start-Codons sind 
in Exon 1a und Exon 1b lokalisiert (zur Übersicht: Neyroud et al., 1999 und 
Jespersen et al., 2005). Die beiden Isoformen 1 und 2 repräsentieren die bei-
den hauptsächlichen Varianten des Gens KCNQ1, wobei Isoform 1 meist pater-
nal geprägt in vielen Geweben vorliegt und Isoform 2 hauptsächlich biallelisch 
im Herzen exprimiert wird (Mannens et Wilde, 1997). 
Das Genprodukt von KCNQ1 stellt die porenbildende α-Untereinheit eines 
spannungsabhängigen K+-Kanals dar. Isoform 1 besteht aus 6 Transmembran-
Domänen die aus 676 Aminosäuren gebildet werden. Hierbei stellt die dritte 
Domäne einen Spannungssensor und die letzten beiden Domänen eine K+-se-
lektive Pore dar. Es wird angenommen, dass sich, um einen funktionellen K+-
Kanal zu erhalten, vier dieser KCNQ1-α-Untereinheiten zusammenlagern. Er-
gänzt wird der Komplex durch zwei bis vier KCNE-Proteine, welche die β-Un-
tereinheit darstellen (siehe auch Abbildung 2.5). Je nach Gewebe unterschei-
den sich die komplexierenden KCNE-Proteine voneinander. So lagern sich im 
Herzen und im Innenohr KCNQ1- und KCNE1(minK)-Untereinheiten zusam-
men, wohingegen sich beispielsweise im Magen und Kolon KCNQ1- und 
KCNE2- bzw. KCNE3-Proteine zu einem funktionellen K+-Kanal  zusammenla-
gern (zur Übersicht: Gohma et al., 2006). 
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Abbildung 2.5 Topologie und Architektur der KCNE- und KCNQ1- (Isoform1) Proteine, aus 
Jespersen et al. (2005) 
Smilinich und Co-Autoren (1999) gelang der Nachweis, dass innerhalb von 
Intron 10 des Gens KCNQ1 eine geprägte CpG-Insel lokalisiert ist, welche auf 
dem aktiven maternalen Allel methyliert vorliegt. Diese Imprinting-Kontroll-Re-
gion wird als KvDMR1 bezeichnet und ist wesentlich bei der Entstehung des 
BWS beteiligt. So zeigen etwa 50% der Patienten mit BWS eine Hypomethylie-
rung in diesem Bereich (zur Übersicht: Eggermann et al., 2006). 
KCNQ1/KCNE1-Kanäle gehören zu den langsam öffnenden spannungsabhän-
gigen Kanälen, die die Repolarisation des Herzens einleiten. Das zugrunde lie-
gende Öffnungspotential liegt bei ≥-20mV. Der messbare K+-Strom ist bei dem 
Protein-Komplex aus KCNQ1 und KCNE1 größer als bei einem reinen KCNQ1-
Kanal. Intrazellulär erfolgt eine Regulation des K+-Kanals über den cAMP- 
(cyklisches Adenosin-Monophosphat) und PIP2-(Phosphatidyl-Inositol-4,5-
Bisphosphat) Signalweg. Während einer Tachykardie wird der KCNQ1/KCNE1-
Kanal, im Gegensatz zu den anderen an der Repolarisation beteiligten Kanälen, 
durch eine Phosphorylierung und Akkumulation des Stroms hochreguliert (zur 
Übersicht: Jespersen et al., 2005). 
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2.4.2 Funktion 
Die beiden wichtigsten Funktionen von KCNQ1-Kanälen sind die Repolarisation 
im Herzen nach erfolgtem Aktionspotential und der Transport von Wasser und 
Salz an Eptihelien (zur Übersicht: Jespersen et al., 2005).  
Mutationen in KCNQ1 können am Herzen zu einem Long-QT-Syndrom führen. 
Hierbei liegt eine Verlängerung des QT-Intervalls im Elektrokardiogramm (EKG) 
vor. Dadurch ist es möglich, dass Ca2+-Kanäle reaktivieren und die geregelte 
Erregung des Herzens stören. In seltenen Fällen kann es dadurch zu Torsade 
de pointes, Kammerflimmern und plötzlichem Herztod kommen (zur Übersicht: 
Jespersen et al., 2005). Weiterhin konnten Mutationen in KCNQ1 gefunden 
werden, die zum autosomal rezessiven Jervell-Lange-Nielsen-(JLN)Syndrom 
führen. Bei diesem Syndrom lässt sich neben einem ebenfalls verlängerten QT-
Intervall im EKG auch eine pathologische T-Zacke nachweisen. Das Syndrom 
geht einher mit Kammertachykardien bis hin zu Kammerflimmern und ist asso-
ziiert mit einer kongenitalen bilateralen Taubheit (zur Übersicht: Neyroud et al., 
1997). 
Die Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes durch KCNQ1 erfolgt vor allem 
im Innenohr so wie im Bereich des Verdauungstraktes und des respiratorischen 
Epithels. Im Innenohr sorgt der KCNQ1/KCNE1-Kanal für die Aufrechterhaltung 
des hohen K+-Gehalts der Endolymphe, welche das Hör- und Gleichgewichts-
organ umgibt. Bei Mutationen in KCNQ1, wie beim JLN-Syndrom, kann es 
durch Störungen der Endolymph-Produktion zu einer Taubheit kommen. Die 
Funktionen von KCNQ1 im Bereich des respiratorischen und digestiven Sys-
tems liegen vor allem in der Aufrechterhaltung von Ionen-Gradienten. So erfolgt 
über KCNQ1/KCNE-Proteinkomplexe ein K+-Recycling, welches für die Auf-
rechterhaltung der cAMP-abhängigen Cl--Konzentration in Lungen- und Darm-
gewebe notwendig ist (zur Übersicht: Gohma et al., 2006). Im Magen sind 
KCNQ1/KCNE2-Komplexe beteiligt an der Konstanz des sauren pH-Wertes, 
indem sie den K+-Gradienten für die Protonenpumpe (H+/K+-ATPase) aufrecht-
erhalten (Heitzmann et al., 2004). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, 
dass KCNQ1 an der Regulation der Insulin-Sekretion im Pankreas beteiligt ist 
(Ullrich et al., 2005).  
Auch wenn bislang kein direkter Nachweis erbracht wurde, dass KCNQ1 eine 
wachstumsmodulierende Wirkung besitzt, gibt es dennoch Hinweise in der Lite-
ratur, die eine Beteiligung an der Ätiologie von Wachstumsstörungen nahele-
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gen. So konnte bei Ratten mit einer Deletion im Bereich von KCNQ1 ein niedri-
geres Gewicht festgestellt werden, welches sich neben einer beobachteten Hy-
peraktivität aufgrund einer Störung des Innnenohres auch durch die beeinträch-
tigte Funktion von KCNQ1 im Gastrointestinal-Trakt erklären ließe (Gohma et 
al., 2006). Auch konnte bei Mäusen mit einer partiellen Deletion der paternalen 
KvDMR1, welche innerhalb von Intron 10 des Gens KCNQ1 lokalisiert ist, eine 
Wachstumsrestriktion nachgewiesen werden (Fitzpatrick et al., 2002). Weiterhin 
liegt das Gen in einer sowohl für das BWS als auch für das SRS kritischen Re-
gion, die eine Beteiligung an der Genese vermuten lassen (zur Übersicht: Eg-
germann et al., 2008). Einen weiteren Hinweis auf einen möglichen Einfluss von 
KCNQ1 auf die Genese des SRS gibt der Fall eines SRS-Patienten, der eine 
Duplikation im Bereich von KCNE1 auf Chromosom 21 aufweist. Aufgrund der 
Komplexbildung von KCNQ1 und KCNE1 zu einem funktionellen K+-Kanal kann 
angenommen werden, dass sowohl Veränderungen in KCNE1 als auch Verän-
derungen in KCNQ1 einen Beitrag zur Ätiologie des SRS leisten und einen Ein-
fluss auf Wachstumsprozesse ausüben können. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Probandenkollektiv 
Das in dieser Studie untersuchte Probandenkollektiv setzte sich aus DNA-Pro-
ben von SRS-Patienten und Patienten mit isolierter intrauteriner Wachstums-
retardierung (IUGR) zusammen. Die Proben der Patienten wurden dem Institut 
für Humangenetik der RWTH Aachen von Herrn PD Dr. G. Binder und Herrn 
Prof. Dr. Dr. H. Wollmann, Universitätskinderklinik Tübingen, zur Verfügung ge-
stellt. Die Patienten wurden in der endokrinologischen Sprechstunde der Kin-
derklinik vorstellig, ihre klinischen Daten wurden dort erfasst.  
Es wurden insgesamt 30 SRS-Patienten, darunter 15 Patienten mit einer Hy-
pomethylierung der Region 11p15, so wie 14 Patienten mit isolierter IUGR auf 
Mutationen und Imbalancen im LOT1(ZAC1/PLAGL1) Gen untersucht. Des 
Weiteren wurden 10 SRS-Patienten, die keine Hypomethylierung in der Region 
11p15 aufwiesen, auf Mutationen im Gen KCNQ1 untersucht. 
Bei den untersuchten SRS-Patienten wurden sowohl eine intrauterine als auch 
eine postnatale Wachstumsretardierung beobachtet. Weiterhin zeigten die Pati-
enten für das SRS typische Fehlbildungen, wie Gesichtsdysmorphien und Kli-
nodaktylie. In Voruntersuchungen wurden bei allen Patienten eine UPD(7)mat 
sowie endokrinologische Ursachen für die Erkrankung ausgeschlossen. Des 
Weiteren wurden die Patienten auf eine Hypomethylierung in der Region 11p15 
getestet. 
Die untersuchten IUGR-Patienten wiesen eine intrauterine Wachstumsretardie-
rung auf. In der weiteren Entwicklung zeigte sich kein Aufholwachstum. Bei die-
ser Patientengruppe lagen allerdings keine weiteren Dysmorphien vor. Ebenso 
wie bei den SRS-Patienten wurden bei den Patienten mit IUGR zuvor eine 
UPD(7)mat und eine Hypomethylierung der Region 11p15 ausgeschlossen. 
Die genomische DNA wurde aus Lymphozyten des peripheren Blutes der Pati-
enten über das Aussalzverfahren nach Miller (1988) gewonnen. Die eingegan-
genen Proben wurden pseudonymisiert und laborintern mit fortlaufenden „SRS“- 
beziehungsweise „IUGR“-Nummern versehen. 
Als Kontrollkollektiv diente die DNA von gesunden, normalwüchsigen Proban-
den deutscher Herkunft. Die DNA wurde ebenfalls mit Hilfe des Aussalzverfah-
rens nach Miller isoliert und es erfolgte eine Anonymisierung der Proben. 
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Die Studie wurde von der Ethikkommission des Universitätsklinikums der 
RWTH Aachen genehmigt. 
3.2 Material 
3.2.1 Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien trugen die Qualitätsbezeichnung pro analysi  
(p. a.) und wurden über folgende Firmen bezogen: 
 
- Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 
- Invitrogen, Karlsruhe, D 
- Merck, Darmstadt, D 
- Roth, Karlsruhe, D 
- Qiagen, Hilden, D 
3.2.2 Oligonukleotide 
Eine Übersicht über die zur Untersuchung der Gene LOT1(ZAC1/PLAGL1) und 
KCNQ1 verwendeten Primerpaare ist im Anhang in Tabelle 8.1 und 8.2 bzw. in 
Tabelle 8.4 zu finden. Die Oligonukleotide wurden mit Hilfe des im Internet frei 
verfügbaren Programmes Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/) ausgewählt oder 
eigenständig anhand der genomischen Sequenzen der Gene konstruiert. Die 
Sequenzen wurden über die NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
abgerufen. Für das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) wurden die Sequenzen 
gi:5924019 (Exon 5 und 6) und gi:6165524 (Exon 1-4) verwendet, für die 
Analyse von KCNQ1 wurde die Sequenz gi:5042384 zugrunde gelegt. Alle 
Primer wurden über die Firma MWG Biotech AG Ebersberg, D bezogen. 
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3.2.3 Feinchemikalien und Enzyme 
Enhancer-Kit PCRx Enhancer System, Invitrogen, Karlsruhe, 
D 
ExoSAP-IT ExoSAP-IT PCR-Product Clean-Up, USB Cor-
poration, Ohio, USA 
Längenstandard 100bp-DNA-Ladder, 1μg/μl, Invitrogen, Karls-
ruhe, D 
Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), je 100mM, In-
vitrogen, Karlsruhe, D 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Frankfurt am Main, D 
Sequenzierkit ABI Prism® Big Dye Terminator Cycle Se-
quencing Ready Reaction Kit, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, D 
SYBR-Green-Kit qPCR Core Kit for SYBR Green I, Eurogentec, 
Seraing, B 
Taq – Polymerase Platinum®-Taq DNA Polymerase recombinant, 
5U/μl & Taq-PCRx DNA Polymerase, recombi-
nant, 5U/μl, Invitrogen, Karlsruhe, D 
Taq-DNA-Polymerase, recombinant, 5U/μl, 
Qiagen, Hilden, D 
3.2.4 Geräte 
Autoklav Hiclave HV-85, HD-Tec, Süßen, D 
Elektrophoresegerät Gel Electrophoresis Apparatus GNA-200, 
Pharmacia Biotech AB, Freiburg, D 
Elektrophoresezubehör PAA-Gel-Zubehör, Gibco BRL, Groningen, NL 
Gelträger 20x20cm & 22-Zahn-Kämme, 
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D 
Geltrockner Gel-Dryer, Model 583, Bio-Rad, Hercules, USA 
Heizblock Dri-Block® DB3D, Techne, Wertheim, D 
Imager Imaging-System Gel Doc 2000, Bio-Rad, Her-
cules, USA 
Magnetrührer Ikamag RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen, 
D 
3 Material und Methoden 25 
 
 
Minishaker MS1 Minishaker, IKA Labortechnik, Staufen, D 
Mikrowelle Bosch 
Photometer Bio Photometer, Eppendorf, Köln, D 
Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P1000, Gilson, 
Villiers-le-Bel, F 
Schüttelapparat GFL 3005 & GFL 3015, Gesellschaft für La-
bortechnik mbH, Burgwedel, D 
Sequenzierer ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, D 
Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer, 
Applied Biosystems, Weiterstadt, D 
Sequenzierzubehör Perkin Elmer Biosystems, Weiterstadt, D 
Spannungsgeräte Electrophoresis Power Supply PS 304, Gibco 
BRL, Groningen, NL 
PS304, Whatman, Biometra, Göttingen, D 
SSCP-Zubehör Glasplatten mit fixierten 1,0mm Spacern;  
Glasplatten ausgeschnitten mit geradem 
Schliff;  
Kämme 24-zähnig 1,0mm;  
Silikonabdichtung 1,0mm & 
Klammern, Biometra, Göttingen, D 
Real-time PCR-Zubehör Skirted Microplates, Starlab GmbH Ahrensburg, 
D 
MicroAmp® Optical caps & MicroAmp® Optical 
tubes, Applied Biosystems, Weiterstadt, D 
Starseal Advanced Polyolefin Film, Microplate 
Sealing Film, Starlab GmbH, Ahrensburg, D 
Real-time Thermocycler TaqManTM-Instrument ABI Prism®7000, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, D 
Thermocycler PTC 200 DNA Engine MJ Research, Biozym, 
Hess, Oldendorf, D 
Personal Thermocycler 48, Biometra, Göttin-
gen, D 
Trockenschrank Heraeus, Functionline, Heraeus, Hanau, D 
Waagen BP 2100 & BP 61S, Sartorius AG, Göttingen, D 
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Wasserbad GFL 1086 & GFL 1008, Gesellschaft für La-
bortechnik mbH, Burgwedel, D 
Whatmanpapier Whatman GB002, Schleicher und Schüll, Das-
sel, D 
Vakuumpumpe Membran-Vakuumpumpe, Vacuubrand, Wert-
heim, D 
Zentrifugen Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg, D 
Biofuge fresco, Kendro, Osterode, D 
Megafuge 1.0 R, Sorvall Heraeus, Kendro, 
Osterode, D 
3.2.5 Software  
Auswertung der quantitativen Real- 
time-PCR 
ABI Prism 7000 Sequence Detection 
System Software, V1.1, Applied Bio-
systems, Weiterstadt, D 
Microsoft Office Excel 2003 
Geldokumentation Imaging-System Gel Doc 2000, Bio-
Rad, Hercules, USA 
Primerkonstruktion Primer 3, http://frodo.wi.mit.edu/ 
Sequenzierauswertung Sequencing Analysis, Applied Bio-
systems, Weiterstadt, D 
SeqScape, Applied Biosystems, 
Weiterstadt, D 
3.3 Methoden 
3.3.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase chain reaction, PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermöglicht eine Amplifizierung eines be-
stimmten DNA-Abschnitts in vitro. Sie besteht aus drei Schritten, welche in 
mehreren Zyklen wiederholt werden, so dass es zu einer exponentiellen Ver-
mehrung des gewünschten DNA-Abschnitts kommt. 
Zunächst erfolgt eine thermische Denaturierung der DNA. Hierbei werden die 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Basen aufgelöst und die beiden 
komplementären DNA-Stränge trennen sich voneinander. Dadurch können sich 
in einem zweiten Schritt Oligonukleotid-Primer an die DNA-Einzelstränge anla-
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gern (Annealing). Dies geschieht bei einer für die Primer spezifischen Annea-
ling-Temperatur. Um zu gewährleisten, dass nur der gewünschte DNA-Ab-
schnitt vervielfältigt wird, werden die Oligonukleotide so gewählt, dass sie die 
Zielsequenz flankieren. Der dritte Schritt der PCR umfasst schließlich die Ver-
längerung des DNA-Abschnitts durch eine hitzestabile Taq-Polymerase (Elon-
gation) (zur Übersicht: Strachan et Read, 2005).  
Folgender PCR-Ansatz wurde in dieser Studie als Standard verwendet: 
Tabelle 3.1 Standard-PCR-Ansatz (25μl) 
Reagenz Volumen Endkonzentration 
dNTPs (je 100mM dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP)  
4,0μl 200μM 
10x PCR-Puffer (200mM Tris-HCl 
(pH8,4); 500mM KCl) 
2,5μl 1x 
Magnesiumchlorid (MgCl2) (50mM) 0,75μl 1,5mM 
Primer F (forward) (100pM)  1μl 10pM 
Primer R (reverse) (100pM) 1μl 10pM 
Taq-DNA-Polymerase (5U/μl) (Invitro-
gen) 
0,2μl 1U 
aqua dest. 11,55μl ----------- 
DNA (20ng/μl) 4μl 80ng 
 
Eine Kontamination der verwendeten Reagenzien wurde durch eine Wasser-
probe ausgeschlossen.  
Zur Spezifizierung des Produktes war teilweise eine Modifikation der PCR durch 
Verwendung der Q-Solution (QIAGEN) oder eines Enhancers mit einer Plati-
num-Taq (Invitrogen) notwendig. Die hierzu gehörigen Reagenzien finden sich 
in Tabelle 3.2 bzw. Tabelle 3.3 wieder. Für das Exon 15 des Gens KCNQ1 war 
die Hinzugabe von Dimethylsulfoxid (DMSO) notwendig, da dieses Exon einen 
hohen Anteil der Basen Guanin (G) und Cytosin (C) aufweist. Die komplemen-
tären Basen G und C sind jeweils über drei Wasserstoffbrückenbindungen mit-
einander verbunden, welche durch DMSO besser aufgetrennt werden können, 
so dass das Anlagern der Primer möglich wird. 
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Tabelle 3.2 Reagenzien zur Verwendung der Q-solution (QIAGEN) (25μl) 
Reagenz Volumen Endkonzentration 
dNTPs  4,0μl 200μM 
10x PCR-Puffer 2,5μl 1x 
Q-solution 5μl 5x 
Primer F (forward) (100pM)  1μl 10pM 
Primer R (reverse) (100pM) 1μl 10pM 
Taq-DNA-Polymerase (5U/μl) 0,125μl 0,625U 
aqua dest. 7,375μl ----------- 
DNA (20ng/μl) 4μl 80ng 
Tabelle 3.3 Reagenzien zur Verwendung der Enhancer-Lösung (Invitrogen) (25μl) 
Reagenz Volumen Endkonzentration 
dNTPs  4,0μl 200μM 
10x PCR-Puffer 2,5μl 1x 
Magnesiumsulfat (MgSO4) (50mM) 0,75μl 1,5mM 
Primer F (forward) (100pM)  1μl 10pM 
Primer R (reverse) (100pM) 1μl 10pM 
Platinum-Taq (5U/μl) 0,2μl 1U 
Enhancer (10x) 5μl  (2x) 
aqua dest. 6,55μl ----------- 
DNA (20ng/μl) 4μl 80ng 
 
Das verwendete Standard-PCR-Protokoll für alle Ansätze kann Tabelle 3.4 ent-
nommen werden. 
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Tabelle 3.4 Standard-PCR-Programm; TA = Annealing-Temperatur (s. Anhang, Tabellen 8.3 
und 8.5) 
Schritt Temperatur Dauer  
1 94°C 5’ initiale Denaturierung 
2 94°C 30’’ Denaturierung 
3 TA 30’’ Annealing 
4 72°C 1’-1,5’ Elongation 
Wiederholung der Schritte 2-4: 34-39 mal 
5 72°C 10’ finale Elongation 
 
Die Sequenzen der Oligonukleotide sowie die zugehörigen Annealing-Tempe-
raturen finden sich im Anhang in den Tabellen 8.1 bis 8.5 wieder. 
3.3.2 Gelelektrophorese 
Mit Hilfe der Gelelektrophorese ist es möglich, DNA-Fragmente ihrer Länge 
nach aufzutrennen. Die DNA-Fragmente wandern hierbei in Abhängigkeit von 
ihrer Basenpaar-Länge unterschiedlich schnell in einem Agarose-Gel in Rich-
tung Anode. Grundlage hierzu ist das negativ geladene Phosphat-Rückgrat der 
DNA. Neben der Gesamt-Ladung und Größe der Fragmente leistet aber auch 
die Porengröße des Gels einen Beitrag zum Laufverhalten der Proben. Da die 
Wanderungsstrecke der DNA während der Elektrophorese umgekehrt proporti-
onal zum Logarithmus der Anzahl der Basenpaare ist, wandern kleine 
Fragmente schneller und damit weiter als große. 
Die Verwendung von Agarose- oder Polyacrylamid-Gelen richtet sich nach der 
gewünschten Trenngenauigkeit. Auf Agarose-Gelen können je nach Konzentra-
tion Fragmente mit einer Länge von 70bp bis 50kb aufgetrennt werden. 
Polyacrylamid-Gele dahingegen trennen Nukleinsäuren zwischen 1bp bis 
2000bp Länge auf, allerdings bei einem höheren Auflösungsvermögen von 1bp 
Längenunterschied. 
Durch einen Vergleich mit Längenstandards ist es möglich, die Länge der auf-
getrennten DNA-Fragmente zu ermitteln (zur Übersicht: Jansohn, 2007). 
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3.3.2.1 Agarose-Gelelektrophorese 
Agarose ist ein aus roten Meeresalgen hergestelltes Polysaccharid. Die DNA 
wird zur Auftrennung der Nukleinsäuren nicht denaturiert und wandert dadurch 
als doppelsträngiges Molekül durch das Gel. Der Nachweis der DNA-Proben 
erfolgt durch Anfärbung mit Ethidiumbromid. Dieses lagert sich in die DNA ein 
und wird durch UV-Strahlung zur Emission einer sichtbaren Fluoreszenz ange-
regt. Eine Menge von 2-5ng DNA ist je nach Fragment-Größe durch die Anfär-
bung mit Ethidiumbromid darstellbar. 
Der Erfolg einer PCR kann anhand der Gelelektrophorese schnell und einfach 
überprüft werden. Ein Nachteil dieser Methode besteht allerdings in der 
schlechteren Auftrennung der Proben gegenüber anderen Verfahren und der 
geringen Empfindlichkeit der Methode. Des Weiteren ist erwiesen, dass Ethidi-
umbromid eine mutagene Wirkung hat, was entsprechende Vorsichtsmaßnah-
men im Umgang mit der Chemikalie voraussetzt (zur Übersicht: Jansohn, 
2007). 
In dieser Studie wurde zur Testung des PCR-Erfolges ein 1%-iges Agarose-Gel 
verwendet. 
Tabelle 3.5 Reagenzien zur Herstellung eines 1% Agarose-Gels 
Reagenz    Menge 
Agarose    3g 
1x TBE-Puffer  
 
Tris-HCl (pH8,4)  
Borsäure 
EDTA 
(1,0M) 
(0,9M) 
(0,01M) 
100mM 
90mM 
1mM 
300ml 
Ethidiumbromid  (10mg/ml)  60μl 
Durchführung 
Die Agarose wurde in einem 500ml fassenden Plastik-Erlenmeyer-Kolben bis 
zum vollständigen Lösen in 1xTBE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht. An-
schließend wurden 60μl Ethidiumbromid hinzugegeben und die Agarose-Lö-
sung wurde auf einen Schüttler gestellt. Nach einer halben Stunde war die 
Gellösung auf etwa 45°C abgekühlt und konnte in einen vorbereiteten Gelträger 
gegossen werden. Nach Auspolymerisierung des Gels wurde es in die mit 
1xTBE-Puffer gefüllte Elektrophorese-Kammer gelegt. Es wurden jeweils 5μl 
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der zu testenden DNA-Proben mit 5μl Agarose-Blaupuffer versetzt und zusam-
men mit einer 100bp-Leiter als Größenvergleich auf das Gel aufgetragen.  
Der Agarose-Blaupuffer setzte sich wie folgt zusammen: 
Tabelle 3.6 Zusammensetzung des Agarose-Blaupuffers (100ml) 
Reagenz    Menge 
Ficoll400 (20%)   8% 40ml 
10xTBE-Puffer  
 
Tris-HCl (pH8,4)  
Borsäure 
EDTA 
(1,0M) 
(0,9M) 
(0,01M) 
 10ml 
Bromphenolblau (0,1%)   0,01% 10ml 
Aqua dest.    Rest-
volumen 
ad 100ml 
 
Bei einer Spannung von 120V waren die Proben nach etwa 30 Minuten für eine 
Beurteilung des PCR-Erfolges ausreichend aufgetrennt und konnten unter UV-
Licht detektiert und dokumentiert werden. 
3.3.2.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Der Vorteil von Polyacrylamid-Gelen (PAA-Gele) liegt in einem höheren Auflö-
sungsvermögen als es Agarose-Gele aufweisen können.  
PAA-Gele bestehen aus einem dreidimensionalen Netzwerk aus dem monome-
ren Acrylamid und einem quervernetzenden Bisacrylamid, wobei in dieser Stu-
die N,N’-Methylenbisacrylamid eingesetzt wurde. Der Vernetzungsgrad der 
Gele kann über das Verhältnis von Acrylamid zu Bisacrylamid variiert werden 
(zur Übersicht: Jansohn, 2007). Ammoniumpersulfat (APS) dient bei der Poly-
merisations-Reaktion als Radikalstarter. Das hinzugefügte N,N,N’,N’-Tetra-
methylethylendiamin (TEMED) fungiert als Katalysator der Reaktion. 
PAA-Gele wurden in dieser Studie bei der Single Strand Conformation Poly-
morphism Analysis (SSCP) und zur Darstellung der DNA-Fragmente nach ei-
nem Restriktionsverdau verwendet. 
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Nachweis der Fragmente mittels Silberfärbung 
Der Nachweis von DNA in PAA-Gelen ist durch verschiedene Verfahren, wel-
che sich in ihrer Sensitivität unterscheiden, möglich. Zu diesen Methoden gehö-
ren die Markierung mittels Radioaktivität, Fluoreszenzmarkierung und diverse 
andere Färbetechniken. Eine Färbung mit Ethidiumbromid, wie sie bei Agaro-
segelen verwendet wird, weist eine geringe Sensitivität auf. Darstellungen durch 
radioaktive Markierung oder Fluoreszenzmarkierung zeigen hingegen eine hohe 
Sensitivität, sind aber aufwendig und mit hohen Kosten verbunden. Eine Alter-
native hierzu bietet die Silberfärbung, welche einfach durchzuführen ist und 
eine höhere Sensitivität als Ethidiumbromid-Färbungen aufweist. Des Weiteren 
ist die Toxizität gering und es besteht die Möglichkeit einer guten dauerhaften 
Dokumentation. 
Bei der Silberfärbung kommt es zu einer Komplexierung der Silber-Ionen mit 
der DNA. Durch Hinzugabe von alkalischem Formamid werden die Silber-Ionen 
zu elementarem Silber reduziert. Dadurch werden die Stellen, an denen sich 
DNA befindet, als braun-schwarze Banden auf dem PAA-Gel sichtbar (Budowle 
et al., 1991). 
Tabelle 3.7 Reagenzien für die Silberfärbung 
Reagenz Konzentration  
Ethanol (C2H5OH) 10% Fixierung der DNA 
Salpetersäure (HNO3) 1% Ansäuerung der DNA 
Silbernitrat (AgNO3) 0,2% Komplexierung der DNA 
mit Silber-Ionen 
Natriumcarbonat (Na2CO3) 3% Reduktion der Silber-
Ionen Formaldehyd (CH2O) 0,05% in Na2CO3 
Essigsäure (CH3COOH) 10% Abstoppen der Reaktion 
aqua dest.   
Durchführung 
Die PAA-Gele wurden nach Abschluss der Gelelektrophorese in eine mit 
10%igem Ethanol befüllte Färbewanne gelegt und für 10 Minuten auf einem 
Schüttelapparat geschüttelt, um die DNA zu fixieren. Anschließend wurde das 
Ethanol abgeschüttet und die Gele wurden für weitere 10 Minuten mit 1%iger 
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Salpetersäure bedeckt. Diese säuert die Gele an, so dass die Anlagerung der 
Silber-Ionen an die DNA erleichtert wird, die durch eine anschließende 30-mi-
nütige Inkubation der PAA-Gele mit 0,2%iger Silbernitrat-Lösung erreicht 
wurde. Um überschüssige Silber-Ionen zu entfernen wurden die Gele dreimal 
kurz mit aqua dest. gewaschen. Im folgenden Entwicklungs-Schritt konnten die 
DNA-Banden durch Hinzugabe von Natriumcarbonat und Formaldehyd darge-
stellt werden. Sobald die Banden deutlich zu erkennen waren, wurde die Reak-
tion abgestoppt, indem Natriumcarbonat und Formaldehyd abgeschüttet und 
10%ige Essigsäure auf die Gele gegeben wurde. Nach 5-minütiger Inkubation 
mit Essigsäure erfolgte ein weiterer Wasch-Schritt mit aqua dest. und die Gele 
konnten auf Whatmanpapier aufgezogen werden. Anschließend wurden sie für 
3 Stunden bei 80°C auf dem Vakuumtrockner getrocknet. 
Während des gesamten Färbevorgangs wurden die Gele auf einem Schüttelap-
parat geschüttelt, um zu gewährleisten, dass die Lösungen einen gleichblei-
benden Kontakt mit allen Gelteilen hatten. 
3.3.3 Single Strand Conformation Polymorphism Analysis (SSCP) 
Bei der Single Strand Conformation Polymorphism Analysis (SSCP) handelt es 
sich um ein Verfahren zum Nachweis von Mutationen in einem Gen auf Grund-
lage von Einzelstrangkonformations-Polymorphismen. 
Durch Zugabe von denaturierenden Agenzien werden die Wasserstoffbrücken-
bindungen der DNA aufgelöst, so dass diese nunmehr einzelsträngig vorliegt. 
Innerhalb des Einzelstranges bleibt jedoch die Möglichkeit einer Rückfaltung 
der DNA erhalten, was zu einer von der DNA-Sequenz abhängigen Ausbildung 
von Sekundärstrukturen führt. Der Austausch einer einzelnen Base kann schon 
zu einer Veränderung der Konformation führen, die ein verändertes Laufver-
halten in der Gelelektrophorese bedingen kann. Durch Vergleich der erhaltenen 
Bandenmuster der Patienten lassen sich somit Basenunterschiede in einer Se-
quenz detektieren. Dabei ist die Konformation von Nukleinsäuren mit derselben 
Basenzusammensetzung und –reihenfolge identisch und bewirkt dasselbe 
Bandenmuster. Ein bisher ungeklärter Einfluss auf das Laufverhalten der DNA 
resultiert aus der Variation von Glycerol-Menge und Temperatur, so dass ver-
schiedene Bedingungen getestet werden müssen, um eine möglichst hohe De-
tektionsrate zu erzielen. 
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Die SSCP gehört zu den indirekten Mutationsnachweisen und bietet sich für 
das Screening eines Gens bei großen Patienten-Kollektiven an. Der Nachteil 
bei dieser Methode besteht allerdings darin, dass nicht alle Mutationen zu einer 
Konformationsänderung führen. Die Sensitivität der SSCP bei Fragmenten von 
bis zu 300bp liegt bei etwa 80%. Veränderte Bandenmuster müssen durch di-
rekte Mutationsnachweise, wie zum Beispiel Sequenzierung (siehe Abschnitt 
3.3.4) weiter analysiert werden, um eine Aussage über die Position und die Art 
der Veränderung treffen zu können (zur Übersicht: Murken et al., 2006; 
Strachan et Read, 2005). 
Tabelle 3.8 Reagenzien für den SSCP-Probenpuffer (1000μl) 
Reagenz Menge 
Spezial-Blaupuffer 50μl (5%) 
deionisiertes Formamid 950μl (95%) 
Tabelle 3.9 Reagenzien für den Spezial-Blaupuffer (100ml) 
Reagenz  Menge 
1xTBE  10ml 
Ficoll400 (20%) 8% 40ml 
Bromphenolblau 0,02% 20ml 
aqua dest.  Restvolumen ad 100ml 
Tabelle 3.10 Zusammensetzung eines 10%igen PAA-Gels 
Reagenz   Menge 
Acrylamid (40%)  4,9ml 
Bisacrylamid (2%)  2ml 
0,5xTBE Tris-HCl (1,0M) 
Borsäure (0,9M) 
EDTA (0,01M) 
50mM 
45mM 
0,5mM 
ad 20ml 
TEMED  0,05% 0,02ml 
Ammoniumpersulfat (APS) 
 
(10%)  0,25ml 
Glycerol  5% 1ml 
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Durchführung 
Zunächst wurde eine PCR für den zu untersuchenden Genabschnitt durchge-
führt und das Produkt auf Agarose getestet. 
Da der Glycerolgehalt der PAA-Gele und die Temperatur einen Einfluss auf das 
Laufverhalten zeigen, wurde jede Probe unter vier Bedingungen getestet: 
Raumtemperatur, 4°C, sowie Raumtemperatur und 4°C jeweils mit Zusatz von 
Glycerol. Die in Tabelle 3.10 aufgeführten Reagenzien wurden zur Herstellung 
eines 10%igen PAA-Geles miteinander gemischt und zwischen zwei Glasplat-
ten mit fixiertem Abstandshalter von 1mm Dicke gegossen. Die Platten wurden 
zuvor mit 70% Ethanol gereinigt, mit einem Silikongummi abgedichtet und mit 
Klammern fixiert. Bevor das Gel durch die Hinzugabe von 10%igem APS 
auspolymerisierte, wurde direkt nach dem Gießen ein 24-zähniger Kamm zwi-
schen die Glasplatten geschoben, um Taschen für die Proben zu erhalten. 
Nach etwa einer Stunde war das Gel auspolymerisiert und konnte verwendet 
werden. Die Pufferkammer des Gelelektrophorese-Apparates wurde mit 
0,5xTBE-Puffer befüllt und das Gel wurde luftblasenfrei in die Kammer einge-
setzt. Anschließend wurde auch die obere Pufferkammer mit 0,5xTBE-Puffer 
befüllt und der Kamm konnte vorsichtig gezogen werden. 
Jeweils 20μl des PCR-Produktes wurden mit 20μl des SSCP-Probenpuffers 
versetzt und bei 95°C im Heizblock für 5 Minuten aufgekocht. Anschließend 
wurden die Proben direkt auf Eis gelagert. Sowohl das Eis als auch das im Pro-
benpuffer enthaltene Formamid verhindern, dass sich die denaturierten DNA-
Einzelstränge wieder aneinander lagern können. Es wurden jeweils 7μl der 
Proben sowie 7μl einer 100bp-Leiter auf die Gele aufgetragen. Bei Raumtempe-
ratur lief die Elektrophorese bei einer Spannung von 180V, bei 4°C bei 200V für 
3 Stunden. Anschließend wurden die Gele aus den Glasplatten gelöst und die 
DNA-Banden wurden mittels Silberfärbung (siehe Abschnitt 3.3.2.2) sichtbar ge-
macht. Zur Dokumentation wurden die Gele auf Whatmanpapier gezogen und 
im Vakuumtrockner getrocknet. 
3.3.4 Direkte Sequenzierung nach Sanger 
Die direkte Sequenzierung ermöglicht es, die Basensequenz eines DNA-Frag-
mentes zu bestimmen, um so Sequenzvariationen wie Polymorphismen und 
Mutationen nachweisen zu können. Die heute geläufige Methode nach Sanger 
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beruht auf dem Prinzip des Kettenabbruchs und wird daher auch als Kettenab-
bruch- oder Didesoxynucleotid-Verfahren bezeichnet.  
Die zu analysierende DNA dient bei dieser Methode als Matrize für die Syn-
these weiterer DNA-Stränge durch eine Polymerase analog zur PCR. Allerdings 
werden dem Reaktionsansatz neben den normalen vier Basen Adenin (A), 
Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T) auch Didesoxyribonucleotide (ddNTP) 
hinzugefügt. Diesen fehlt an der Position 3’ der Ribose eine Hydroxylgruppe. 
Dadurch kann nach Einbau eines ddNTPs keine weitere DNA-Synthese an 
diesem Strang erfolgen, da die für die Ausbildung einer Phosphodiester-
Bindung zum nächsten Nukleotid notwendige 3’OH-Gruppe fehlt. Es erfolgt ein 
statistischer Einbau der ddNTPS an allen Positionen der Sequenz, so dass 
DNA-Fragmente verschiedener Länge entstehen, die um jeweils ein Nukleotid 
verkürzt sind.  
Die eingesetzten Abbruchnukleotide sind mit Fluoreszenzfärbung markiert. Da-
bei erhält jedes der vier Nukleotide einen anderen Fluoreszenzfarbstoff, um die 
Basen voneinander unterscheiden zu können. Dies ermöglicht eine einfache 
Durchführung der Sequenzierung in nur einem Reaktionsansatz. 
Nach der Sequenzierreaktion erfolgt eine elektrophoretische Auftrennung der 
Probe in einem automatischen DNA-Sequenziergerät. Die Probentrennung wird 
in Kapillaren durchgeführt, an deren Ende sich ein Fluoreszenzdetektor befin-
det. Hierbei handelt es sich um eine CCD-Kamera. Diese registriert die durch 
einen Argon-Laser angeregte Fluoreszenz der markierten ddNTPs und setzt 
das Signal direkt in die genetische Sequenz um. Die Darstellung der Sequenz 
erfolgt in einem Elektropherogramm (zur Übersicht: Jansohn, 2007). 
Tabelle 3.11 Aufreinigung des PCR-Produktes mit ExoSAP 
Reagenz Menge 
ExoSAP 2μl 
PCR-Produkt 1-5μl 
aqua dest. Restvolumen ad 7μl 
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Tabelle 3.12 Reagenzien für die Sequenzierreaktion 
Reagenz Menge 
ExoSAP-Produkt 7μl 
Terminator Ready Reaction Se-
quencing Mix (ABI) 
1,5μl 
Sequenzier-Primer 1μl 
Tabelle 3.13 Reagenzien für die Fällungsreaktion 
Reagenz Menge 
PCR-Produkt der Sequenzierreaktion 9,5μl 
3 M Natriumacetat (NaCH3CO2) (pH4,8) 10μl 
HPLC-Wasser 90μl 
kaltes 100% Ethanol (C2H5OH) 250μl 
70% Ethanol (C2H5OH) 500μl  
Durchführung 
Zunächst wurde eine PCR für den zu untersuchenden DNA-Abschnitt durchge-
führt. Das PCR-Produkt wurde anschließend mit ExoSAP aufgereinigt, um über-
schüssige Primer und dNTPs zu entfernen, die das Ergebnis der Sequen-
zierreaktion beeinträchtigen würden. Die Aufreinigung erfolgte bei folgendem 
Programm im Thermocycler: 
Tabelle 3.14 Programm zur Aufreinigung des PCR-Produktes mit ExoSAP 
Schritt Temperatur Dauer  
1 37°C 15’ Aufreinigung 
2 80°C 15’ Inaktivierung 
 
Nach der Aufreinigung wurden dem Produkt 1,5μl des Sequenziermixes und 1μl 
des Sequenzierprimers hinzugegeben. Als Sequenzierprimer diente entweder 
das F- oder das R-Oligonukleotid des entsprechenden Fragmentes, um das 
Produkt eines Stranges zu erhalten. Bei paralleler Amplifikation beider Stränge 
wäre nämlich keine eindeutige Zuordnung der Basenreihenfolge möglich. Die 
Sequenzierreaktion wurde bei folgendem Programm durchgeführt: 
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Tabelle 3.15 Sequenzierprogramm 
Schritt Temperatur Dauer 
1 96°C 1’ 
2 96°C 10’’ 
3 50°C 5’’ 
4 60°C 4’ 
Wiederholung der Schritte 2-4: 25 mal 
 
Im Anschluss an die Sequenzierreaktion wurden die Proben gefällt, um über-
schüssige Substanzen zu entfernen. Hierzu wurden das Sequenzierprodukt, 
90μl HPLC-Wasser, 10μl Natriumacetat und 250μl kaltes Ethanol absolut in ei-
nem Eppendorf-Gefäß gemischt und bei 4°C für 30 Minuten bei 13000rpm zen-
trifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Pellet mit 500μl 70% Ethanol 
für 10 Minuten bei 13000rpm gewaschen. Nach erneutem Entfernen des 
Überstandes wurde das Pellet für etwa 30 Minuten im Trockenschrank getrock-
net. Danach erfolgte eine Resuspendierung in 20μl HiDi-Formamid. 
Die Elektrophorese der Proben wurde mittels automatischer Sequenziergeräte 
durchgeführt. Hierbei wurde für Fragmente von einer Länge bis zu 300bp der 
ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer von Applied Biosystems verwendet. Grö-
ßere Sequenzierproben wurden auf dem Applied Biosystems 3130 Genetic 
Analyzer analysiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Sequencing Analysis- 
und SeqScape-Software von Applied Biosystems. 
3.3.5 Restriktionsverdau 
Eine weitere Methode zum direkten Mutationsnachweis stellt neben der 
Sequenzierung der Restriktionsverdau mit Hilfe von sequenzspezifischen Endo-
nukleasen dar. Dabei handelt es sich um Enzyme, die in Abhängigkeit der Se-
quenz doppelsträngige DNA schneiden. Die 4-10bp große Erkennungssequenz 
ist zumeist palindromisch und wird durch die Restriktionsendonuklease erkannt. 
Bei einem Hydrolyseschritt wird der DNA-Doppelstrang an dieser Schnittstelle 
durch das Enzym getrennt, so dass Fragmente definierter Länge entstehen. 
Führt nun eine Mutation zu einem Verlust oder einem Hinzugewinn einer 
Schnittstelle, so kann dies zum Nachweis der Mutation genutzt werden (zur 
Übersicht: Murken et al., 2006).  
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Vor dem Restriktionsverdau wird eine PCR durchgeführt, die ein Produkt er-
zeugt, welches die palindrome Erkennungssequenz sowie die Schnittstelle des 
Enzyms enthält. Nach dem Verdau werden die entstandenen Fragmente auf 
einem 1,0mm dicken 10%igen-PAA-Gel mit 5% Glycerol elektrophoretisch auf-
getrennt.  
Bei der Auswertung des Restriktionsverdaus ist auf die Anzahl und Größe der 
entstandenen Produkte zu achten. 
Der Vorteil dieser Methode liegt in einer einfachen Anwendung mit hoher Sen-
sitivität. Allerdings ist es nur möglich bekannte Mutationen zu detektieren. 
Bei den in dieser Studie verwendeten Restriktionsenzymen handelt es sich um 
Restriktionsendonukleasen vom Typ II. Diese sind bakteriellen Ursprungs und 
haben ihre natürliche Funktion im Abbau von Fremd-DNA (zur Übersicht: 
Strachan et Read, 2005). 
Tabelle 3.16 Reagenzien zum Ansatz eines Restriktionsverdaus 
Reagenz Menge 
PCR-Produkt 10μl 
Restriktionsenzym 5U 
10x zugehöriger Enzympuffer 1,5μl 
BSA 10x (falls notwendig) 1,5μl 
aqua dest. Restvolumen ad 15μl 
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Tabelle 3.17 verwendete Restriktionsenzyme (* da die Primer ZAC-1.2F und ZAC-1.2R instabil 
waren, wurde der Restriktionsverdau für diesen Abschnitt mit den Primern ZAC1-Re1F und 
ZAC1-Re1R weitergeführt) 
Gen Exon Primer 
(siehe Anhang 
Tab. 8.3 und 8.4) 
Restriktionsenzym Schnittstelle 
LOT1 1 ZAC-1.2F 
ZAC-1.2R 
HaeIII GG/CC 
ZAC1-Re1F 
ZAC1-Re1R* 
LOT1  3 ZAC-3.3F 
ZAC1-3mis 
PmlI CAC/GTG 
LOT1  6 ZAC-Ex6.right 
ZAC-Ex6.left 
XbaI T/CTAGA 
Durchführung 
Jeweils 10μl eines PCR-Produktes wurden zusammen mit 5U des Restriktions-
enzyms und 1,5μl zugehörigem Puffer versetzt. Für den Verdau mit XbaI und 
PmlI musste noch Bovines Serumalbumin (BSA) hinzugegeben werden, um die 
Adhäsion des Enzyms am Reaktionsgefäß und den Pipetten zu vermeiden. Es 
folgte eine Inkubation bei 37°C über Nacht im Wasserbad. Die Dauer und Tem-
peratur der Inkubation richtete sich dabei nach den verwendeten Enzymen und 
war hier in allen drei Fällen identisch. Nach der Inkubation wurden die Proben 
für 20 Minuten hitzeinaktiviert. Dies erfolgte für den Verdau mit HaeIII bei 80°C 
und für den Verdau mit PmlI und XbaI bei 65°C im Heizblock. Nach der Hitzein-
aktivierung wurden die Proben mit 10μl Agarose-Blaupuffer (siehe Abschnitt 
3.3.2.1) versetzt. Jeweils 7μl des Verdau-Gemisches wurden auf ein 10%-iges 
PAA-Gel mit 5% Glycerol (Herstellung siehe Abschnitt 3.3.3) aufgetragen. Als 
Größenvergleich wurden eine 100bp-Leiter sowie ein unverdautes PCR-Produkt 
mit aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte unter Raumtemperatur bei 250V 
für 1,5 Stunden. 
Die erhaltenen Bandenmuster wurden mittels Silberfärbung (siehe Abschnitt 
3.3.2.2) dargestellt. 
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Modifikation des Ansatzes für den Verdau mit PmlI 
Da das PCR-Produkt für den Verdau mit PmlI sehr stark war, wurden jeweils 
10μl einer 1:10-Verdünnung für den Verdau eingesetzt. Um allerdings ausrei-
chend starke Banden im Gel zu erhalten, wurde das Verdau-Gemisch nach der 
Hitzeinaktivierung für 3-4 Stunden im Trockenschrank eingedampft. Die Re-
suspendierung erfolgte mit 5μl aqua dest. und 5μl Agarose-Blaupuffer. Für die 
Elektrophorese wurden dann die gesamten 10μl auf das PAA-Gel aufgetragen. 
3.3.6 Real-time PCR 
Bei der Real-time-PCR („Echtzeit-PCR“) handelt es sich um eine Variante der 
PCR, bei der während der Amplifizierung der Zielsequenz eine Quantifizierung 
möglich ist. Dadurch lassen sich genomische Imbalancen identifizieren. 
In speziellen Thermocyclern werden die Reaktionsprodukte der PCR in Echtzeit 
erfasst. Dies erfolgt über den Einsatz von sequenzspezifischen Sondenmole-
külen oder über DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe. Der Einsatz von Sonden 
bietet den Vorteil einer höheren Spezifität, ist allerdings auch kostenintensiver, 
da die Sondenmoleküle mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden und spe-
ziell für den zu untersuchenden Bereich hergestellt werden müssen. Eine güns-
tigere Alternative bietet die Verwendung von DNA-bindenden Fluoreszenzfarb-
stoffen wie zum Beispiel SYBR Green I, welcher auch in dieser Studie zur Un-
tersuchung von quantitativen Abweichungen im Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
verwendet wurde. SYBR Green I lagert sich in die kleine Grube der doppel-
strängigen DNA ein, womit die Synthese und Markierung von sequenzspezifi-
schen Sonden entfällt. Allerdings ist die Bindung unspezifisch, so dass schwer 
zwischen Artefakten und eigentlichem PCR-Produkt unterschieden werden 
kann. 
Während jedem Reaktionszyklus wird die Fluoreszenz durch SYBR Green I 
bzw. durch die Sonde gemessen. Da die Intensität direkt proportional zur 
Menge an gebildetem Reaktionsprodukt ist, lässt sich daraus ein Rückschluss 
auf die Menge an eingesetzter Zielnukleinsäure ziehen. 
Die Auswertung erfolgt mittels einer absoluten und einer relativen Quantifizie-
rung, welche in dieser Studie direkt durch das Programm ABI Prism 7000 Se-
quence Detection System Software (V 1.1, Applied Biosystems) vorgenommen 
wurde. Über die absolute Quantifizierung lässt sich die tatsächliche Menge der 
Zielsequenz bestimmen, woraus wiederum Rückschlüsse auf die Kopienzahl 
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und die Konzentration gezogen werden können. Hierzu wird der so genannte 
CT-Wert einer Probe bestimmt. Dieser bezeichnet den Zyklus, bei dem zum 
ersten Mal ein vom unspezifischen Hintergrund signifikant erhöhtes Fluores-
zenzsignal messbar ist. Um die Ausgangsmenge der Probe zu ermitteln, wird 
im gleichen Ansatz eine Verdünnungsreihe einer DNA mit bekannter 
Konzentration amplifiziert. Über die CT-Werte dieser Proben wird nun eine 
Standardkurve erstellt, anhand welcher die Templatemenge der zu untersu-
chenden DNA ermittelt werden kann.  
Für die relative Quantifizierung wird ein endogenes Referenzgen mit untersucht. 
Hierbei handelt es sich meist um ein housekeeping gene, das in allen Proben 
gleichmäßig vorhanden sein sollte. Bei dieser Studie wurden für die Referenz 
Primer verwendet, die das Fragment rs698769 des Gens PREPL (prolyl endo-
peptidase-like; Chromosom 2p21) umfassen. Die relative Quantifizierung be-
schreibt das Verhältnis der Templatemenge des Zielgens zur Anzahl der endo-
genen Referenztranskripte und gibt Auskunft über die Genkopien-Anzahl eines 
Gens (zur Übersicht: Jansohn, 2007). 
Tabelle 3.18 verwendete Primer für die Real-time PCR des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) und 
des Referenzgens PREPL 
Primerbezeichnung Primersequenz 
5’ → 3’ 
Zac-Taq-Man-F 
Zac-Taq-Man-R 
acacatgagaaacgcgacagat 
tgctggcacaggaggtaagtt 
rs698769-F 
rs698769-R 
ctaccccacactgcctattca 
gcgatagttatggcgaagaagaa 
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Tabelle 3.19 Reagenzien für den Ansatz der Real-time PCR 
Reagenz   Menge 
10x Puffer TrisHClPuffer (C4H11NO3*ClH) 
Kaliumchlorid (KCl) 
passive reference 
1x 2,5μl 
Magnesium- 
chlorid (MgCl2) 
(50mM) 3,5mM 1,75μl 
dNTPs (5mM) 100μM 1μl 
Primer F (forward) (100pmol/μl) 5pmol/μl  3μl/1,5μl 
Primer R (reverse) (100pmol/μl) 5pmol/μl 1,5μl 
Hot Gold Star Taq (5 U/μl) 0,025U/μl 0,125μl 
SYBR-Green   0,75μl 
DNA (8-10ng/μl)  2,5μl/1μl 
aqua dest.  Restvolumen ad 25μl 
Durchführung 
Um die Genkopien-Anzahl für LOT1(ZAC1/PLAGL1) zu bestimmen, wurden 
zwei Ansätze parallel verwendet. Zum einen wurde eine Amplifizierung mit den 
für das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) spezifischen Primern, zum anderen parallel 
ein Ansatz mit Primern für das Referenzgen durchgeführt. Die Konzentration 
der eingesetzten DNA-Proben betrug ca. 8-10ng/μl. 
Zunächst wurde eine Standardreihe einer DNA-Probe mit bekannter Konzentra-
tion angesetzt. Hierbei handelte es sich um eine Verdünnungsreihe, wobei die 
Konzentration jeweils um den Faktor zehn variierte (50, 5 bzw. 0,5ng/μl). An-
hand dieser Verdünnungsreihe konnten die Standardkurven für jedes Fragment 
eines Laufes erstellt werden. 
Es wurde jeweils ein Mastermix für den zu untersuchenden Abschnitt von 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) sowie für das Referenzgen nach den Angaben in Tabelle 
3.19 hergestellt. Dabei wurden 5μl DNA der Standard-DNA und 2μl DNA der 
Ziel-DNA mit jeweils 45μl Mastermix in einem Eppendorf-Gefäß vermischt. Je-
weils 22μl der Ansätze wurden auf zwei Wells einer Mikrotiterplatte aufgeteilt. 
Es wurde eine doppelte Bestimmung aller Proben eines Laufs durchgeführt, um 
Abweichungen besser erfassen zu können. Das Primerverhältnis für das Ziel-
gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) wurde bei allen Ansätzen modifiziert, indem jeweils 
3 Material und Methoden 44 
 
 
3μl des forward-Primers und 1,5μl des reverse-Primers verwendet wurden. Da-
hingegen wurden jeweils 1,5μl der Primer für das Referenzgen eingesetzt. Über 
diese Veränderung konnte ein genaueres Ergebnis der Real-time PCR erzielt 
werden. 
Die PCR wurde im ABI Prism® 7000 (ABI) unter folgenden Bedingungen durch-
geführt: 
Tabelle 3.20 Standardprogramm für die Real-time PCR 
Schritt Temperatur Dauer 
1 50°C 2’ 
2 95°C 10’ 
3 95°C 15’’ 
4 60°C 1’ 
Wiederholung der Schritte 3-4: 40x 
 
Um die Spezifität des Assays zu verifizieren, schloss sich an den letzten Zyklus 
eine Schmelzkurvenanalyse an. Die Schmelzkurven ermöglichen eine Unter-
scheidung zwischen spezifischem PCR-Produkt und eventuell nicht-spezifi-
schem PCR-Produkt oder gebildeten Primer-Dimeren, welche einen niedrigeren 
Schmelzpunkt aufweisen. Die Kurven wurden ermittelt, in dem die einzelnen 
Proben innerhalb von 30 Minuten langsam von 60°C auf 95°C erhitzt wurden. 
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der ABI Prism 7000 Sequence Detection 
System Software (V 1.1, Applied Biosystems). 
3.4 Statistische Auswertung 
Das Hardy-Weinberg-Gesetz, welches auch als Populationsgleichgewicht 
bezeichnet wird, beschreibt die Beziehung zwischen Genhäufigkeiten und 
Genotyphäufigkeiten, welche unter bestimmten Bedingungen über alle 
Generationen gleich bleibt. Voraussetzung hierzu ist allerdings eine ideale 
Population, in der Panmixie herrscht und in der keine störenden Einflüsse wie 
zum Beispiel Mutationen, Migration und Selektion vorliegen.  
Um zu überprüfen, ob die gefundenen genetischen Varianten mit dem Hardy-
Weinberg-Gesetz übereinstimmen und demnach zufällig detektiert worden sind, 
oder von diesem abweichen, wurde eine statistische Auswertung mittels des χ2-
Tests nach Pearson durchgeführt. Hierzu wurde als Nullhypothese gewählt, 
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dass die beobachteten Frequenzen der genetischen Varianten im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht liegen. Als Signifikanzniveau wurde für die Auswertung 
0,95, entsprechend α=0,05, festgelegt. Dies bedeutet, dass die Nullhypothese, 
sofern sie abgelehnt wird, mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% 
fälschlicherweise abgelehnt wird. 
Über die beobachteten Phänotypen AA (homozygoter Wildtyp), Aa (heterozy-
goter Anlageträger), aa (homozygot veränderter Genotyp) lassen sich mittels 
des Hardy-Weinberg-Gesetzes die erwarteten Häufigkeiten (exp) für jeden 
Phänotyp berechnen. Dabei werden aus den beobachteten Frequenzen (obs) 
zunächst die Allelfrequenzen (p, q) über folgende Formeln berechnet: 
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Mittels des Hardy-Weinberg-Gesetzes lässt sich dann die erwartete Allel-Fre-
quenz für jeden Phänotyp berechnen, wobei n die Anzahl der Probanden dar-
stellt: 
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Um festzulegen, ob eine statistisch signifikante Abweichung für die gefundenen 
genetischen Varianten vorliegt, wurde ein χ²-Test durchgeführt. Die Summe 
bezieht sich auf jeden beobachtbaren Phänotyp. 
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Der Ablehnbereich für die Nullhypothese ergibt sich aus der Anzahl der Frei-
heitsgrade und dem Signifikanzniveau. Die Freiheitsgrade wiederum ergeben 
sich aus der Differenz der Anzahl der Phänotypen und der Anzahl der Allele. Da 
drei mögliche Phänotypen (AA, Aa und aa) beobachtet werden können und 
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dem zwei Allele zugrunde liegen, ergibt sich der Freiheitsgrad 1. Der 
Ablehnbereich bei 1 Freiheitsgrad und einem 5% Signifikanzlevel beträgt 3,841, 
so dass die Nullhypothese bei Werten ≤3,841 angenommen und bei Werten 
>3,841 verworfen werden muss (zur Übersicht: Murken et al., 2006 und Hilgers 
et al. 2006). Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe des Programmes Microsoft 
Excel 2003. 
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4 Zielsetzung 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung genomischer Verände-
rungen in den Genen LOT1(ZAC1/PLAGL1) und KCNQ1 die zur Entstehung 
des SRS beitragen können. Für beide Gene gibt es in der Literatur Hinweise auf 
eine mögliche Beteiligung am SRS, die in dieser Studie näher beleuchtet wer-
den sollten. 
Das Fehlen des paternalen Allels von LOT1(ZAC1/PLAGL1) führt bei Mäusen 
zu einem SRS ähnlichen Phänotyp mit intrauteriner Wachstumsretardierung, 
veränderter Knochenentwicklung und neonataler Letalität. Weiterhin gehört 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) zu einem Netzwerk von verschiedenen geprägten Ge-
nen, die in der Embryonalentwicklung wichtig sind, so dass Mutationen in 
LOT1(PLAGL1/ZAC1) eine relevante Ursache für die Ätiologie des SRS sein 
können. 
Obwohl das maternal exprimierte Gen KCNQ1, welches auf Chromosom 
11p15.5 lokalisiert ist, keine direkten wachstumsregulierenden Eigenschaften 
aufweist, stellt es dennoch ein Kandidatengen für das SRS dar. Neben zwei 
SRS-Patienten, die eine größere Duplikation in der oben genannten Region 
aufweisen, konnte bei einem Patienten eine Duplikation beschrieben werden, 
die lediglich den unter anderem KCNQ1- und CDKN1C-umfassenden Abschnitt 
der ICR2 betrifft. Da bei einem weiteren Patienten eine das Gen KCNE1 umfas-
sende Duplikation von Chromosom 21 gefunden wurde, soll in dieser Arbeit 
auch KCNQ1, dessen Genprodukt zusammen mit KCNE1 einen funktionellen 
K+-Kanal bildet, auf seine Bedeutung für das SRS untersucht werden. Weiterhin 
lässt sich bei Mäusen über eine gezielte Deletion der paternalen ICR2 ein 
wachstumsretardierter Phänotyp erzeugen, der auf eine Beeinträchtigung der 
KCNQ1-Funktion zurückgeführt werden kann, so dass KCNQ1 ein mögliches 
Kandidatengen für das SRS darstellt. 
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5 Ergebnisse 
5.1 Mutationsanalyse des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
Das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) wurde mittels direkter und indirekter Mutations-
nachweisverfahren auf genomische Veränderungen untersucht.  
Hierzu erfolgte für die Exons 1, 2, 4 und 5 eine SSCP-Analyse. Patienten, die 
abweichende Bandenmuster aufwiesen, wurden über eine direkte Sequenzie-
rung weiter untersucht, um eine Aussage über die Art und die Position der Ver-
änderung treffen zu können. Die Exons 3 und 6 wurden aufgrund ihrer Größe 
mittels direkter Sequenzierung auf genomische Varianten untersucht. Hierbei 
beschränkte sich die Untersuchung für Exon 6 auf den kodierenden Bereich. Es 
folgte eine Bestätigung der detektieren Sequenzabweichungen über einen 
Restriktionsverdau oder über eine Sequenzierung von gesunden Kontrollen. 
Als Probandenkollektiv lagen der Studie 30 Patienten mit SRS zugrunde, wobei 
15 der Patienten eine Hypomethylierung in der Region 11p15 aufwiesen. Des 
Weiteren wurden 14 Patienten mit isolierter IUGR untersucht. Als Kontrollkol-
lektiv diente die DNA von gesunden normalwüchsigen Probanden. 
Insgesamt konnten sechs zuvor noch nicht beschriebene genomische Varianten 
in den Exons 1, 3 und 6, sowie eine Deletion in Intron 5 nachgewiesen werden. 
Des Weiteren fanden sich zwei Veränderungen in den Exons 3 und 5, welche 
allerdings bereits als Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in der Daten-
bank von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) eingetragen sind. Abbildung 5.1 
veranschaulicht die Position der detektierten Varianten. 
 
 
Abbildung 5.1 Übersicht über die detektierten Varianten im Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1), die 
kodierende Region für Isoform 1 ist schwarz markiert 
5.1.1 Mutationsanalyse für Exon 1 
Da die Sensitivität der SSCP-Analyse bei einer Fragmentgröße von 300bp le-
diglich etwa 80% beträgt, wurde Exon 1, welches 328bp groß ist, in zwei sich 
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überlappende Fragmente unterteilt, so dass Fragment 1.1 eine Größe von 
288bp und Fragment 1.2 294bp aufwies. 
Fragment 1.1 
Innerhalb des Fragmentes 1.1 konnte bei der SSCP lediglich ein Muster 
beobachtet werden, so dass hier keine weiteren Analysen durchgeführt wurden. 
In der Literatur sind bisher keine SNPs für diesen Genbereich angegeben. 
Fragment 1.2 
In Fragment 1.2 zeigten sich vier unterschiedliche Bandenmuster bei der SSCP 
(siehe Abbildung 5.2). Das bei 40 von 44 Patienten detektierte häufigste Muster 
ließ sich durch Sequenzierung eines betroffenen Patienten als Wildtyp-Sequenz 
bestätigen. Zwei der beobachteten Auffälligkeiten sind wahrscheinlich durch 
Artefakte der SSCP bedingt, da eine Sequenzierung dieses Abschnitts für die 
betroffenen Patienten ebenfalls die Wildtyp-Sequenz ergab. 
Das dritte vom Wildtyp abweichende Bandenmuster fand sich bei den Patienten 
SR21 und SR24. Eine Sequenzierung von Fragment 1.2 für diese Patienten 
zeigte einen homozygoten Austausch von Cytosin zu Thymin (g.52790C>T, 
gi:6165524) (siehe Abbildung 5.3). Da diese Veränderung noch nicht in der 
Literatur beschrieben war, wurden Kontrollprobanden mittels eines 
Restriktionsverdaus untersucht, um nachzuweisen, ob diese Abweichung auch 
bei gesunden Personen zu finden ist. Der Verdau wurde mit dem 
Restriktionsenzym HaeIII durchgeführt, dessen Erkennungssequenz GG/CC ist. 
Durch den Basenaustausch entfällt bei Personen, welche die beschriebene 
Variante aufweisen, eine Schnittstelle für das Enzym. Aufgrund der Instabilität 
der Primer für das Fragment 1.2 wurde, nachdem der Verdau für SR24 und 
acht Kontrollen mit diesem Fragment abgeschlossen war, der weitere 
Restriktionsverdau mit dem Fragment Zac1-Re1 (siehe Tabelle 8.2, Anhang) 
durchgeführt, welches 241bp groß ist. Ein Teil der Ergebnisse sowie eine 
schematische Darstellung der Schnittstellen sind in den Abbildungen 5.4 und 
5.5 für beide Fragmente wiedergegeben. Über den Restriktionsverdau ließ sich 
ein Basenaustausch bei beiden Patienten bestätigen. Ebenfalls konnte die 
Variante bei zwei von 44 Kontrollen nachgewiesen werden. Diese Kontrollen 
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weisen ebenso wie die Patienten einen homozygoten Genotyp auf. In Tabelle 
5.1 findet sich eine Übersicht über die beobachteten Genotypen. 
 
 A   B  C  D  E 
 
Abbildung 5.2 SSCP-Muster von Exon 1 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1), Fragment 1.2. Be-
dingungen: ohne Glycerol, 4°C, A und C: Artefakte Patienten SR13 und SR9, B und D: Wildtyp-
Sequenz, E: homozygot mutierter Genotyp T/T des Patienten SR24 
a) b) 
  
Abbildung 5.3 Darstellung der Variante g.52790C>T des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1), Se-
quenzierung mit F-Primer. a) Wildtyp-Sequenz C/C, b) homozygot mutierter Genotyp T/T; An-
merkung: die Referenz-Sequenz (gi:6165524) ist in reverser Orientierung angegeben, so dass 
in der Abbildung G/G dem Wildtyp-Genotyp und A/A dem homozygot mutierten Genotyp ent-
spricht 
a)      A   B   C b)  
 
Abbildung 5.4 Darstellung des Restriktionsverdaus mit HaeIII für das Fragment 1.2 des Gens 
LOT1(ZAC1/PLAGL1), a) Restriktionsverdau, A-B: Wildtyp, C: homozygoter Genotyp T/T, b) 
schematische Darstellung der Schnittstellen des Enzyms HaeIII 
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a)   A   B   C   D   E 
 
b) 
 
Abbildung 5.5 Darstellung des Restriktionsverdaus mit HaeIII für das Fragment Zac1-Re1 des 
Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1), a) Restriktionsverdau, A-B, D-E: Wildtyp, C: homozygoter Genotyp 
T/T und heterozygoter Genotyp C/T (definitiver Nachweis über Sequenzierung), b) schemati-
sche Darstellung der Schnittstellen des Enzyms HaeIII  
Tabelle 5.1 Darstellung der beobachteten Häufigkeiten der genomischen Variante g.52790C>T 
innerhalb des Exons 1 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) Exon 1 
Variante Patientenkollektiv 
(n=44) 
Häufigkeit 
Kontrollkollektiv 
(n=44) 
Häufigkeit 
g.52790C>T C/C  0,954  
T/T   0,046 
C/C   0,954 
T/T   0,046 
5.1.2 Mutationsanalyse für Exon 2 
Bei der SSCP-Analyse des Exons 2, welches eine Größe von 72bp aufweist, 
konnte lediglich ein Muster detektiert werden. Fünf in der Datenbank von NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) angegebene SNPs, konnten in dem untersuchten 
Kollektiv über die SSCP-Analyse nicht nachgewiesen werden (rs2273324, 
rs11289083, rs11297948, rs7751336 und rs7751609). Diese Polymorphismen 
sind zwar innerhalb der Exon 2 flankierenden Introns lokalisiert, hätten aber 
durch die Auswahl der Primer mit erfasst werden können. Da in den Datenban-
ken keine Häufigkeiten für diese Varianten angegeben sind, ist anzunehmen, 
dass es sich um sehr seltene Polymorphismen handelt. 
5.1.3 Mutationsanalyse für Exon 3 
Bei der Sequenzierung des 1444bp umfassenden Exon 3 konnten vier zuvor 
noch nicht beschriebene genomische Varianten festgestellt werden. Darüber 
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hinaus konnte der bekannte SNP rs9373409 bestätigt werden. Zwei weitere in 
der Literatur aufgeführte Polymorphismen, rs7773115 und rs1784329, konnten 
in dem untersuchten Patientenkollektiv nicht nachgewiesen werden. Für den 
SNP rs7773115 war dies zu erwarten, da nach Angaben der Datenbank NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) für ein europäisches Kontrollkollektiv von 118 
Probanden lediglich das Wildtyp-Allel mit der Base Guanin an Position g.10257 
(gi:6165524) beobachtet wurde. Da in dieser Studie ein europäisches 
Patientenkollektiv untersucht wurde, verliert dieser SNP für die durchgeführte 
Analyse an Bedeutung. Für den Polymorphismus rs1784329 ist keine Frequenz 
angegeben, so dass dieser wahrscheinlich eine sehr seltene Variante darstellt. 
g.9567G>T 
Die Sequenzierung des Exons 3 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) zeigte für den 
Patienten SR107 eine Heterozygotie an Position g.9567 (gi:6165524) (siehe 
Abbildung 5.6). Hierbei ist das Wildtyp-Nukleotid Guanin auf einem Allel durch 
die Base Thymin ersetzt. Diese Veränderung ist bisher noch nicht in der 
Literatur beschrieben. Da die Variante durch eine SSCP nur schlecht darstellbar 
war, wurde ein Missense-Primer konstruiert, so dass ein für diese Veränderung 
aussagekräftiger Restriktionsverdau möglich wurde. Der Missense-Primer 
(siehe Anhang Tabelle 8.2) unterscheidet sich von anderen Primern darin, dass 
seine letzte Base nicht komplementär zum gewünschten DNA-Abschnitt ist. 
Trotz dieser Veränderung kann der Primer dennoch an die Ziel-Sequenz 
binden. Bei jedem Zyklus einer PCR mit diesem Primer erfolgt dann allerdings 
der Einbau jener veränderten Base. Über diesen Ansatz konnte eine 
Schnittstelle für das Restriktionsenzym PmlI geschaffen werden, dessen 
Erkennungssequenz CAC/GTG lautet. Durch den Basenaustausch entfällt bei 
Personen, welche die beschriebene Variante aufweisen, eine Schnittstelle für 
das Enzym. Eine schematische Übersicht über die Schnittstellen des Enzyms 
ist in Abbildung 5.7 dargestellt. Es wurden insgesamt 100 Kontrollprobanden 
mittels des Restriktionsverdaus untersucht. Die bei Patient SR107 detektierte 
Variante konnte allerdings bei keiner der Kontrollpersonen nachgewiesen 
werden. Eine Sequenzierung dieses Abschnitts von den Eltern des Patienten 
SR107 ergab für den Vater den Wildtyp-Genotyp. Die Mutter weist ebenso wie 
der Patient eine Heterozygotie für Guanin und Thymin an dieser Position auf. 
Da die Veränderung bei keiner der 100 nicht mit dem Patienten verwandten 
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Kontrollprobanden nachgewiesen werden konnte, kann vorerst keine definitive 
Aussage über die Bedeutung dieses Austausches getroffen werden. Eine 
zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse des Restriktionsverdaus gibt 
Tabelle 5.2. 
 
a) b) 
  
Abbildung 5.6 Darstellung der Variante g.9567G>T des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1).  
a) Wildtyp-Sequenz G/G, Sequenzierung mit F-Primer; Anmerkung: die Referenz-Sequenz 
(gi:6165524) ist in reverser Orientierung angegeben, so dass in der Abbildung C/C dem 
Wildtyp-Genotyp G/G entspricht, b) heterozygoter Genotyp G/T, Sequenzierung mit R-Primer 
a)    A  B   C  D  
 
b) 
 
Abbildung 5.7 Darstellung des Restriktionsverdaus mit PmlI für das Fragment Zac-mis des 
Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) a) Restriktionsverdau, A: unverdautes Produkt, B: heterozygoter 
Genotyp G/T, C-D: homozygoter Genotyp G/G mit schwacher unverdauter Bande, b) schemati-
sche Darstellung der Schnittstellen des Enzyms PmlI 
Tabelle 5.2 Darstellung der beobachteten Häufigkeiten der genomischen Variante g.9567G>T 
innerhalb des Exons 3 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) Exon 3 
Variante Patientenkollektiv 
(n=42) 
Häufigkeit 
Kontrollkollektiv 
(n=100) 
Häufigkeit 
g.9567G>T G/G  0,976  
G/T   0,024 
G/G   1,000 
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g.9915C>T 
Bei der Sequenzierung von Exon 3 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) zeigte sich 
bei Patient IUGR43 eine Heterozygotie an Position g.9915 (gi:6165524), wobei 
ein Austausch der Base Cytosin zu Thymin vorlag (siehe Abbildung 5.8). Die 
Veränderung ist bisher noch nicht in der Literatur beschrieben. Da es kein 
günstiges Restriktionsenzym gibt, welches an dieser Position schneidet, konnte 
der Basenaustausch nicht über einen Restriktionsverdau nachgewiesen 
werden. Auch eine SSCP-Analyse erbrachte keinen Mutationsnachweis, da die 
Bandenmuster uneinheitlich waren. Um dennoch eine Aussage über die Art der 
Veränderung treffen zu können wurden fünf Kontrollprobanden mittels einer 
direkten Sequenzierung auf den Basenaustausch hin untersucht. Einer der fünf 
Probanden zeigte die gleiche Veränderung wie der Patient IUGR43. Bei der 
beobachteten Substitution handelt es sich demnach wahrscheinlich um eine 
genetische Variante, die auch bei gesunden Personen vorkommen kann. Die 
beobachteten Häufigkeiten sind in Tabelle 5.3 wiedergegeben.  
 
a) b) 
  
Abbildung 5.8 Darstellung der Variante g.9915C>T des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1), 
Sequenzierung mit R-Primer. a) Wildtyp-Sequenz C/C, b) heterozygoter Genotyp C/T 
Tabelle 5.3 Darstellung der beobachteten Häufigkeiten der genomischen Variante g.9915C>T 
innerhalb des Exons 3 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) Exon 3 
Variante Patientenkollektiv 
(n=42) 
Häufigkeit 
Kontrollkollektiv 
(n=5) 
Häufigkeit 
g.9915C>T C/C  0,976  
C/T   0,024 
C/C   0,800 
C/T   0,200 
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g.10212T>A und g.10214C>A 
Zwei weitere zuvor noch nicht beschriebene Varianten konnten bei der Sequen-
zierung des Exons 3 beobachtet werden. Bei diesen Veränderungen handelt es 
sich um gekoppelte Heterozygotien von je einem Basenpaar, welche durch ein 
homozygotes Basenpaar getrennt sind (siehe Abbildung 5.9). So liegen bei den 
Patienten SR27, SR117, IUGR1, IUGR40 und IUGR44 an Position g.10212 die 
Basen Thymin und Adenin, an Position g.10213 Guanin und an Position 
g.10214 (jeweils gi:6165524) Cytosin und Adenin vor. Für eine weitere Untersu-
chung dieser Positionen wurden die Eltern der betroffenen Patienten, mit Aus-
nahme der Eltern von IUGR44, da hier keine DNA vorlag, sowie gesunde Kon-
trollprobanden sequenziert. Es zeigte sich, dass die Mütter der Patienten an 
dieser Stelle jeweils den Wildtyp vorwiesen, die Väter dahingegen wie ihre Kin-
der heterozygot waren. Eine Ausnahme hiervon bildete allerdings der Vater des 
Patienten SR117, bei welchem sich eine Homozygotie für die Varianten 
g.10212T>A und g.10214C>A nachweisen ließ. Die Sequenzierung von 30 ge-
sunden Kontrollprobanden ergab für jeden Probanden die Wildtyp-Sequenz. 
 
a) b) c) 
   
Abbildung 5.9 Darstellung der Varianten g.10212T>A und g.10214C>A des Gens 
LOT1(ZAC1/PLAGL1), Sequenzierung mit R-Primer. a) Wildtyp-Sequenz TGC/TGC, b) homo-
zygot mutierter Genotyp AGA/AGA, c) heterozygoter Genotyp TGC/AGA 
Um eine bessere Aussage über die detektierten Veränderungen bei den 
Patienten treffen zu können, wurden weitere 77 Kontrollen mittels einer 
PyroSequencing-Analyse untersucht. Diese Analyse wurde von Sabrina 
Spengler durchgeführt. Bei dem Kontrollkollektiv zur Etablierung der Methode 
handelte es sich um gesunde Personen von denen die DNA der Eltern 
verfügbar war. Obwohl die Ergebnisse im Folgenden erläutert werden, war 
diese Untersuchung nicht mehr Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 
Bei der Analyse der weiteren 77 Kontrollen, fand sich bei vier Probanden die 
gleiche Veränderung wie sie bei den Patienten der vorliegenden Arbeit 
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beobachtet wurde. Drei der vier Patienten haben die Mutation hierbei von ihren 
Vätern geerbt, wohingegen bei einem Patienten der Vater die Wildtyp-Sequenz 
trug und die Mutter heterozygote Anlageträgerin war. Die beobachteten 
Häufigkeiten sind in Tabelle 5.4 zur Übersicht dargestellt. 
Tabelle 5.4 Darstellung der beobachteten Häufigkeiten der genomischen Varianten 
g.10212T>A und g.10214C>A innerhalb des Exons 6 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) Exon 6 
Variante Patienten-
kollektiv (n=44) 
Häufigkeit 
Eltern-
kollektiv 
Mütter (n=4) 
Häufigkeit 
Eltern-
kollektiv 
Väter (n=4) 
Häufigkeit 
Kontroll-
kollektiv 
(n=107) 
Häufigkeit 
g.10212 
T>A 
T/T  0,89 
T/A  0,11 
A/A 0,00 
T/T 1,00   
T/A 0,00  
A/A0,00 
T/T 0,00  
T/A 0,75 
A/A 0,25 
T/T 0,96 
T/A 0,04 
A/A 0,00 
g.10214 
C>A 
C/C 0,89 
C/A 0,11  
A/A 0,00 
C/C 1,00 
C/A 0,00 
A/A 0,00 
C/C 0,00 
C/A 0,75 
A/A 0,25 
C/C 0,96 
C/A 0,04 
A/A 0,00 
rs9373409 
Bei 16 von 42 untersuchten Patienten konnte in der Sequenzierung eine Hete-
rozygotie für die Position g.10745 (gi:6165524) im Exon 3 ausgemacht werden 
(siehe Abbildung 5.10). Die Wildtyp-Base Cytosin war hierbei durch das 
Nukleotid Thymin in einem Allel ersetzt. Eine Homozygotie für diese Mutation 
wurde bei 9 von 42 Patienten beobachtet. Die detektierte Variante war in der 
Literatur als SNP rs9373409 beschrieben, so dass Untersuchungen des 
Kontrollkollektivs nicht notwendig waren. Die Häufigkeiten für diese Variante 
finden sich in Tabelle 5.5. 
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a) b) c) 
   
Abbildung 5.10 Darstellung des SNPs rs9373409 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1), 
Sequenzierung mit R-Primer. a) Wildtyp-Sequenz C/C, b) homozygot mutierter Genotyp T/T, c) 
heterozygoter Genotyp C/T 
Tabelle 5.5 Darstellung der Häufigkeiten der bekannten SNPs innerhalb des Exons 3 des Gens 
LOT1(ZAC1/PLAGL1)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         
LOT1(ZAC1/PLAGL1) Exon 3 
SNP eigenes Patientenkollektiv 
(n=44) 
SNP-Häufigkeit 
Literaturangaben 
(Europäer) 
SNP-Häufigkeit 
rs9373409 C/C   0,405 
C/T   0,381 
T/T   0,214 
C/C   0,233 
C/T   0,550 
T/T   0,217  (n=120) 
rs7773115 G/G   1,000 G/G   1,000  (n=118) 
rs1784329 G/G   1,000 - 
5.1.4 Mutationsanalyse für Exon 4 
Bei der SSCP-Analyse des 74bp umfassenden Exon 4 zeigte sich lediglich bei 
dem Patienten IUGR 21 ein abweichendes Bandenmuster in einer der vier Be-
dingungen. Eine anschließende Sequenzierung wies aber keinen Sequenz-
Unterschied zum Wildtyp auf. Dies kann auf ein Artefakt in der SSCP-Analyse 
zurückgeführt werden. Für Exon 4 sind bisher keine SNPs in der Datenbank 
beschrieben. 
5.1.5 Mutationsanalyse für Exon 5 
Zur SSCP-Analyse wurde Exon 5, das 476bp groß ist, in drei überlappende 
Fragmente unterteilt. Die Größe des Fragmentes 5.1 betrug 260bp, Fragment 
5.2 wies eine Größe von 219bp auf und Fragment 5.3 umfasste 246bp. 
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Fragment 5.1 
Bei der SSCP des Fragmentes 5.1 konnten zwei verschiedene Muster 
beobachtet werden. Für 40 der 44 untersuchten Patienten ergab sich das cha-
rakteristische Bandenmuster für die Wildtyp-Sequenz. Vier der Patienten mit 
isolierter IUGR (IUGR1, IUGR2, IUGR6, IUGR8) wiesen dahingegen ein abwei-
chendes Muster auf (siehe Abbildung 5.11). Die Sequenzierung der auffälligen 
vier Patienten zeigte an Position g.130355 (gi:5924019) eine Heterozygotie für 
Guanin und Cytosin (siehe Abbildung 5.12). Diese Variante ist als SNP 
rs2076684 in der Literatur beschrieben. Die Häufigkeiten dieses Poly-
morphismus finden sich in Tabelle 5.6.  
Ein weiterer in der Datenbank beschriebener SNP, der über die SSCP hätte 
erfasst werden können, ist als rs17073243 beschrieben. Diese Variante konnte 
in dem untersuchten Patientenkollektiv nicht bestätigt werden. Da keine Anga-
ben zur Frequenz dieses SNPs vorliegen, handelt es sich hierbei wahrschein-
lich um eine seltene Variante.  
Weitere Polymorphismen sind für dieses Fragment nicht beschrieben. 
 
 A  B  C  D  E 
 
Abbildung 5.11 SSCP-Muster von Exon 5 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1), Fragment 5.1. Be-
dingungen: mit Glycerol, 4°C. Bahnen A-B, D-E: Wildtyp-Sequenz, C: heterozygoter Genotyp 
G/C Patient IUGR6 
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a) b) 
  
Abbildung 5.12 Darstellung des SNPs rs2076684 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1), Sequenzie-
rung mit R-Primer. a) Wildtyp-Sequenz G/G, b) heterozygoter Genotyp G/C 
Tabelle 5.6 Darstellung der Häufigkeiten des bekannten SNPs rs2076684 innerhalb des Exons 
5 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) Exon 5 
SNP eigenes Patientenkollektiv 
(n=44) 
SNP-Häufigkeit 
Literaturangaben 
Europäer 
(n=120) 
SNP-Häufigkeit 
rs2076684 G/G   0,909 
G/C   0,091 
C/C   0,000 
G/G   0,767 
G/C   0,217 
C/C   0,017 
Fragment 5.2 und Fragment 5.3 
Sowohl bei Fragment 5.2 als auch bei Fragment 5.3 zeigte sich jeweils nur ein 
Bandenmuster bei der SSCP, sodass hier keine weiteren Untersuchungen für 
diesen Genabschnitt vorgenommen wurden. Es finden sich bisher in der Lite-
ratur keine für diesen Bereich beschriebenen SNPs. 
5.1.6 Mutationsanalyse für Exon 6 
Die Sequenzierung des 1236bp großen kodierenden Bereichs von Exon 6 des 
Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) ergab eine zuvor noch nicht beschriebene 
genomische Variante. Zusätzlich konnte eine Deletion im Intron 5 nachgewie-
sen werden. 
In dieser Studie konnten allerdings keine der zwölf bereits publizierten SNPs 
des kodierenden Bereichs bestätigt werden. Eine mögliche Erklärung hierfür 
liegt darin, dass es sich um sehr seltene Varianten handelt oder dass sie nur 
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bei bestimmten Bevölkerungsgruppen zu beobachten sind. So sind bei sieben 
dieser Polymorphismen keine Frequenz-Daten angegeben. Bei den weiteren 
fünf beschriebenen SNPs handelt es sich um Varianten, die lediglich in nicht-
europäischen Kollektiven nachgewiesen wurden. Die in dieser Studie unter-
suchten Patienten waren allerdings europäischer Herkunft.  
Einen Überblick über die bekannten SNPs des kodierenden Bereichs von Exon 
6 gibt Tabelle 5.7: 
Tabelle 5.7 Publizierte SNPs innerhalb des kodierenden Bereichs von Exon 6 des Gens 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) Exon 6 
SNP Literaturangaben Haplotyp 
(Europäer) 
Literaturangaben Haplotyp 
(Afro-Amerikaner) 
rs36120645 - T  0,949 
C  0,051       (n=78) 
rs35263016 C  1,000 
T  0,000    (n=120) 
C  0,974 
T  0,026        (n=76) 
rs34652819 - A  0,987 
G  0,013       (n=76) 
rs17073229 C  1,000 
T  0,000    (n=116) 
C  0,974 
T  0,026        (n=76) 
rs1063413 A  1,000 
T  0,000    (n=116) 
- 
rs36087014 - - 
rs35411045 - - 
rs35716705 - - 
rs17847331 - - 
rs17847330 - - 
rs17847328 - - 
rs17847327 - - 
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g.123633C>T p.L326L 
Der von einer isolierten IUGR betroffene Patient IUGR28 zeigte an Position 
g.123633 (gi:5924019) eine Heterozygotie für die Nukleotide Guanin und Ade-
nin (siehe Abbildung 5.13). Durch den Austausch von G zu A kommt es zu einer 
Veränderung des für die Aminosäure 326 (Isoform 1, gi:124381133) 
codierenden Basen-Triplets von CTG zu CTA. Beide Triplets kodieren jedoch 
für die Aminosäure Leucin, so dass es nicht zu einem Aminosäurenaustausch 
kommt und ein funktionelles LOT1/ZAC1-Protein synthetisiert werden kann. Da 
sich diese Variante nicht in der Datenbank von NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) finden konnte, wurde ein Restriktionsverdau 
durchgeführt, um festzustellen, ob die Mutation auch bei gesunden Personen 
nachweisbar ist. Der Verdau wurde mit dem Enzym XbaI durchgeführt, als 
Primer für die PCR wurden ZAC-Ex6.right und ZAC-Ex6.left verwendet. Das so 
erhaltene 234bp große Fragment schließt die beobachtete Veränderung mit ein. 
Da XbaI die Nukleotidabfolge T/CTAGA erkennt, ergibt sich eine Schnittstelle 
für das Enzym bei Vorliegen der Mutation. In Abbildung 5.14 sind exemplarisch 
ein Teil der Ergebnisse des Restriktionsverdaus sowie eine schematische 
Darstellung der Schnittstelle wiedergegeben. Bei drei von 50 Kontrollen konnte 
durch den Verdau die Variante ebenfalls detektiert werden, so dass die 
Veränderung als Polymorphismus angesehen werden kann. In Tabelle 5.8 sind 
die beobachteten Genotypen wiedergegeben. 
 
a) b) 
  
Abbildung 5.13 Darstellung der Variante g.123633C>T p.L326L des Gens 
LOT1(ZAC1/PLAGL1), Sequenzierung mit R-Primer. a) Wildtyp-Sequenz C/C, b) heterozygoter 
Genotyp C/T 
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a)  A   B   C    D   E 
 
 
b) 
 
Abbildung 5.14 Darstellung des Restriktionsverdaus mit XbaI für Exon 6 des Gens 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) a) Restriktionsverdau, A-B, D-E Wildtypsequenz, C: heterozygoter Ge-
notyp C/T, b) schematische Darstellung der Schnittstellen des Enzyms XbaI 
Tabelle 5.8 Darstellung der beobachteten Häufigkeiten der genomischen Variante 
g.123633C>T p.L326L innerhalb des Exons 6 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) Exon 6 
Variante Patientenkollektiv 
(n=42) 
Häufigkeit 
Kontrollkollektiv 
(n=50) 
Häufigkeit 
g.123633C>T 
p.L326L 
C/C  0,976  
C/T  0,024 
C/C   0,940 
C/T   0,060 
g.124751delT 
Bei der Sequenzierung des Patienten IUGR11 zeigte sich für das Fragment 6.1 
eine Deletion von 1bp. An Position g.124751 (gi:5924019) fehlte die Base Thy-
min, was sich in einer Rasterverschiebung bei der Sequenzierung äußerte 
(siehe Abbildung 5.15). Diese Deletion ist allerdings in Intron 5 lokalisiert, so 
dass sich daraus keine Auswirkungen auf die Aminosäuresequenz ergeben und 
ein funktionelles Wildtyp-Protein synthetisiert werden kann. Aufgrund dessen 
wurden keine Kontrollen im Hinblick auf die Deletion g.124751delT untersucht. 
 
  
5 Ergebnisse 63 
 
 
a) b) 
  
Abbildung 5.15 Darstellung der Variante g.124751delT des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1), a) 
Wildtyp-Sequenz T/T, Sequenzierung mit R-Primer,  b) heterozygoter Genotyp  -/T, Sequenzie-
rung mit F-Primer 
5.2 Real-time PCR für das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
Um genomische Imbalancen im Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) detektieren zu kön-
nen, wurde eine Real-time PCR-Analyse durchgeführt. Es wurden für jeden Pa-
tienten zwei Durchläufe ausgeführt, um ein valides Ergebnis zu erhalten.  
Als Probandenkollektiv lagen dieser Untersuchung zehn ausgewählte Patienten 
mit SRS zugrunde, von denen sechs Patienten eine Hypomethylierung in der 
Region 11p15 aufwiesen. Des Weiteren wurden drei Patienten mit isolierter 
intrauteriner Wachstumsretardierung (IUGR) analysiert.  
Eine genomische Imbalance lässt sich über folgende Formel aus den in der 
Real-time PCR ermittelten Messwerten berechnen: 
 
Genkopien = Templatemenge Zielgen/Templatemenge Referenzgen 
 
Ergibt der Quotient einen Wert von 0,5, so deutet dies darauf hin, dass im Ziel-
bereich eine Deletion vorliegt, ein Wert von 1 dahingegen zeigt keine Verände-
rung auf. 
Es ließ sich für keinen der untersuchten Patienten eine genomische Imbalance 
nachweisen. Allerdings gilt diese Aussage aufgrund der schlechten DNA-Qua-
lität lediglich für zehn der insgesamt dreizehn analysierten Patienten, wobei 
jeweils ein Patient aus jeder Kohortengruppe herausfiel. Die ermittelte 
Templatemenge sowie die daraus berechnete Genkopienanzahl sind in der 
folgenden Tabelle wiedergegeben. 
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Tabelle 5.9 Darstellung der gemessenen Templatemengen für das Zielgen 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) und das Referenzgen PREPL, so wie berechnete Genkopienanzahl für 
LOT1(ZAC1/PLAGL1), kursiv und fett dargestellt sind die auffälligen Patienten-Werte 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) Real-time PCR 
Patient Menge 
Zielgen 
Menge 
Referenzgen 
Quotient 
SR13 67639,75 57497,63 1,18 
SR14 6807,51 7632,13 0,89 
SR19 5649,1 16137,92 0,35 
SR28 22294,02 19558,11 1,14 
SR50 7182,9 7749,7 0,93 
SR123 972,24 845,83 1,15 
SR6 20478,09 18350,96 1,12 
SR58 1606,35 4254,84 0,38 
SR84 12017,82 13649,41 0,88 
SR112 13233,13 12348,72 1,07 
IUGR6 15937,81 16693,27 0,95 
IUGR8 177197,37 19105,93 9,27 
IUGR11 5331,7 5341,18 1,00 
5.3 Statistische Auswertung für LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
Zur Überprüfung der statistischen Signifikanz der gefundenen Frequenzen der 
genetischen Varianten wurde das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mittels χ²-
Test überprüft. Der 5%-Ablehnbereich liegt bei 1 Freiheitsgrad bei einem Wert 
von 3,841. Tabelle 5.10 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung für 
das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1). Die zugrunde liegende Nullhypothese besagt, 
dass die gefundenen Frequenzen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht liegen. Mit 
Ausnahme der Variante g.52790C>T konnte das Hardy-Weinberg für alle Vari-
anten bestätigt werden. Die Abweichung der oben genannten Variante resultiert 
wahrscheinlich aus der geringen Anzahl der untersuchten Patienten. 
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Tabelle 5.10 Übersicht über die Ergebnisse des χ²-Tests für das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1), 
* = gi:6165524, ** = gi:5924019 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
Variante n p q χ² Nullhypothese, α=0,05 
g.52790C>T* 44 0,9545 0,04545 44 abgelehnt 
g.10745C>T* 42 0,5952 0,40476 1,8418 angenommen 
g.10212T>A* 42 0,9405 0,05952 0,1682 angenommen 
g.10214C>A* 42 0,9405 0,05952 0,1682 angenommen 
g.9915C>T* 42 0,9881 0,0119 0,0061 angenommen 
g.9567G>T* 42 0,9881 0,0119 0,0061 angenommen 
g.130355G>C** 44 0,9545 0,04545 0,0998 angenommen 
g.124751delT** 42 0,9881 0,0119 0,0061 angenommen 
g.123633C>T** 42 0,9881 0,0119 0,0061 angenommen 
5.4 Mutationsanalyse des Gens KCNQ1 
Als weiteres Gen wurde das für einen K+-Kanal codierende Gen KCNQ1 mit 
Hilfe der direkten Sequenzierung auf genomische Veränderungen untersucht. 
Als Probandenkollektiv lagen dieser Untersuchung zehn Patienten mit SRS 
zugrunde. Diese Patienten wiesen keine Hypomethylierung in der Region 
11p15 auf. Als Kontrollkollektiv diente die DNA von gesunden normalwüchsigen 
Probanden. 
Es fand sich jeweils eine Veränderung in den Exons 1, 2a, 12 und 15. Diese 
waren bereits als Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in der Datenbank 
von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) eingetragen.  
Aufgrund verschiedener Isoformen des K+-Kanals wird für den Anfangsbereich 
des Genprodukts zwischen Exon 1, Exon 1a, Exon 1b und Exon 1c, sowie zwi-
schen Exon 2 und Exon 2a unterschieden (siehe auch Abschnitt 2.4). Wegen 
des hohen Anteils der Basen Guanin und Cytosin in Exon 1a und der zugehöri-
gen voranstehenden untranslatierten Region, ist es nicht gelungen, effiziente 
Primer zu generieren, um diesen Abschnitt zu sequenzieren. Somit geht dieser 
Abschnitt, entsprechend g.893 bis g.1222 (gi:50423849), nicht in die Analyse 
mit ein.  
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Mutationsbestimmung für das Gen KCNQ1 
Bei der Sequenzierung des Gens KCNQ1 konnten für die untersuchten Patien-
ten mit SRS keine unbekannten Veränderungen nachgewiesen werden. Es lie-
ßen sich lediglich vier Polymorphismen, die bereits in der Datenbank von NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) als SNPs eingetragen waren, bestätigen. Bei die-
sen SNPs handelt es sich um den SNP rs34629296 in Exon 1, rs11600454 in 
Exon 2a, rs1057128 in Exon 12, sowie um den SNP rs11601907 in Exon 15. 
Die beobachteten Frequenzen, so wie die publizierten Häufigkeiten können Ta-
belle 5.11 entnommen werden. 
In den Datenbanken von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und UCSC 
(http://genome.ucsc.edu/) sind zahlreiche weitere SNPs für KCNQ1 eingetra-
gen. Diese konnten im untersuchten Kollektiv nicht nachgewiesen werden, was 
sich zum einen durch die geringe Anzahl der untersuchten Patienten, aber auch 
dadurch erklären lässt, dass in den Datenbanken größtenteils keine Frequen-
zen angegeben sind, beziehungsweise dass diese sich auf nicht-europäische 
Probanden-Kollektive bezogen. Auf die Darstellung dieser bereits bekannten 
SNPs wird aufgrund der Menge an dieser Stelle verzichtet. 
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Tabelle 5.11 Darstellung der beobachteten bereits publizierten SNPs des Gens KCNQ1 
KNCQ1 
Exon SNP Patientenkollektiv 
Häufigkeit 
Literaturangaben 
Häufigkeit 
1 rs34629296 
->GG 
 -/-          0,560 
 GG/GG 0,110 
 -/GG    0,330  (n=9) 
 
- 
2a rs11600454 
C>T 
 C/C    0,700 
 C/T      0,300  (n=10) 
 
- 
12 rs1057128 
G>A 
 G/G    0,375 
 G/A    0,625 
 A/A     0,000   (n=9) 
 G/G 0,600 
 G/A 0,383 
 A/A 0,017
 (n=120) 
(Europäer) 
15 rs11601907 
C>T 
 C/C    0,444 
 T/T      0,111 
 C/T    0,444   (n=9) 
 C/C 0,686 
 T/T 0,200 
 C/T 0,114
 (n=70) 
(Afroamerikaner) 
5.5 Statistische Auswertung für KCNQ1 
Auch für das Gen KCNQ1 erfolgte eine statistische Auswertung mittels Hardy-
Weinberg-Gesetz und χ²-Test. Der 5%-Ablehnbereich liegt hier ebenfalls bei 1 
Freiheitsgrad bei einem Wert von 3,841. Für KCNQ1 konnte für die 
beobachteten Varianten die Nullhypothese mit Ausnahme einer Veränderung, 
rs11601907C>T, angenommen werden. Die Abweichung vom Hardy-Weinberg-
Gesetz lässt sich wiederum anhand der geringen Stichprobengröße erklären. 
Tabelle 5.12 gibt einen Überblick über die Ergebnisse der statistischen 
Auswertung. 
5 Ergebnisse 68 
 
 
Tabelle 5.12 Übersicht über die Ergebnisse des χ²-Tests für das Gen KCNQ1 
KCNQ1 
Variante n p q χ² Nullhypothese, α=0,05 
rs34629296->GG 9 0,2778 0,7222 0,2578 angenommen 
rs11600454C>T 10 0,85 0,15 0,3114 angenommen 
rs1057128G>A 9 0,7222 0,2778 1,3314 angenommen 
rs11601907C>T 9 0,5 0,5 5,4444 abgelehnt 
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6 Diskussion 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Beitrag der Gene 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) und KCNQ1 zum SRS zu untersuchen. 
Für beide Gene gibt es Hinweise in der Literatur auf eine mögliche Beteiligung 
an wachstumsregulierenden Prozessen. So kodiert das maternal geprägte Gen 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) für ein Tumorsuppressorprotein, welches den G1-Arrest 
einer Zelle und Apoptose herbeiführen kann. Eine Deletion des paternalen Al-
lels von LOT1(ZAC1/PLAGL1) führt bei Mäusen zur Ausprägung eines wachs-
tumsretardierten Phänotyps, der auch für das SRS ein Leitsymptom darstellt 
(zur Übersicht: Varrault et al., 2006). Das Gen KCNQ1 liegt in einer für SRS 
und auch für das Großwuchssyndrom BWS kritischen Region: 11p15.5. Auch 
hier konnten bei Tierexperimenten wachstumsretardierte Phänotypen beob-
achtet werden, auch wenn das Gen selbst keine direkten wachstumsregulie-
renden Eigenschaften aufweist, da es zusammen mit KCNE1 für einen im Her-
zen und an Epithelien exprimierten K+-Kanal kodiert. Genetische Veränderun-
gen in den Genen KCNQ1 und KCNE1 konnten bislang bei zwei Patienten 
nachgewiesen werden (zur Übersicht: Jespersen et al., 2005 und Eggermann et 
al., 2008). 
6.1 Validität der angewandten Methoden 
6.1.1 Polymerase-Ketten-Reaktion 
Um die gewünschten DNA-Abschnitte einer Mutationsanalyse zugängig zu 
machen, wurden diese über eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vervielfäl-
tigt. Hierzu erfolgte zunächst für die einzelnen Fragmente die Etablierung der 
PCR-Bedingungen, ausgehend von einem Standardprogramm. Eine Optimie-
rung des PCR-Programmes erfolgte durch Veränderung der Annealing-Tempe-
ratur und der Elongationszeit, aber auch über eine Variation der Zyklenanzahl. 
In einzelnen Fällen war die Verwendung der Q-solution (Firma Qiagen) bezie-
hungsweise des Enhancers (Firma Invitrogen) nötig, um ein qualitativ gutes 
PCR-Produkt zu erhalten. Bei der Etablierung der PCR für Exon 15 des Gens 
KCNQ1 kam aufgrund des hohen GC-Anteils dieses Genabschnittes DMSO 
zum Einsatz. 
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6.1.2 Single Strand Conformation Polymorphism Analysis (SSCP) 
Die SSCP wurde in der vorliegenden Studie zur Zeit- und Kostenersparnis als 
Screeningmethode zur Detektion von Veränderungen der genetischen Sequenz 
im Bereich des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) verwendet. Sowohl die Fragment-
größe als auch die Laufbedingungen der Elektrophorese stellen Einflussfakto-
ren der SSCP dar. Die Sensitivität liegt bei einer Produktgröße bis 300bp bei 
circa 90% (Sheffield et al., 1993), bei größeren Fragmenten sinkt die Sensitivität 
der SSCP. 
Die Fragmentgrößen wurden daher in dieser Studie klein gehalten und die Gel-
elektrophorese wurde unter vier verschiedenen standardisierten Bedingungen 
durchgeführt, um eine möglichst hohe Detektionsrate zu erzielen. 
Es wurden die Exons 1, 2, 4 und 5 des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) mittels 
SSCP-Analyse untersucht. Es zeigten sich mehrere auffällige Bandenmuster, 
wobei in der anschließenden direkten Sequenzierung einer von sechs be-
schriebenen Polymorphismen bestätigt werden konnte. Des Weiteren ließ sich 
ein zuvor noch nicht in der Literatur beschriebener SNP in Exon 1 nachweisen. 
Die nicht beobachteten bekannten Varianten konnten wahrscheinlich aufgrund 
der geringen Häufigkeit in der Bevölkerung oder einer zu geringen Sensitivität 
der Methode nicht detektiert werden. Ebenso ist zu beachten, dass einer der 
beschriebenen SNPs sich auf ein asiatisches Probandenkollektiv bezieht. Somit 
konnte für diese Studie nicht davon ausgegangen werden, dass dieser SNP 
detektiert wird, da ein europäisches Probandenkollektiv untersucht wurde. 
Für die weiteren drei beobachteten auffälligen Bandenmuster ließ sich in der 
Sequenzierung keine Abweichung von der Wildtyp-Sequenz finden, so dass es 
sich dabei um Artefakte der SSCP handelte. 
6.1.3 Direkte Sequenzierung nach Sanger 
Um die Art der Veränderung näher zu charakterisieren erfolgte für die in der 
SSCP auffälligen Bandenmuster eine direkte Sequenzierung. Des Weiteren 
wurden Exon 3 sowie der kodierende Bereich des Exons 6 des Gens 
LOT1(ZAC1/PLAGL1), sowie das Gen KCNQ1 mit einer direkten Sequenzie-
rung untersucht. 
Es konnten sechs bisher noch nicht beschriebene Veränderungen für 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) detektiert werden. Interessanterweise werden zwei die-
ser Varianten, welche in Exon 3 lokalisiert sind, gekoppelt vererbt. Zudem 
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konnte eine Deletion in Intron 5 gefunden werden. Weiterhin ließen sich einer 
von 15 bekannten SNPs in Exon 3, sowie ein weiterer SNP im nicht 
kodierenden Exon 5 bestätigen. Die geringe Anzahl der nachgewiesenen 
bekannten Polymorphismen ist unter anderem darauf zurückzuführen, dass 
diese bisher lediglich für afroamerikanische Populationen beschrieben wurden 
oder die Häufigkeit der Frequenzen eher gering ist, da bei vielen SNPs keine 
Angaben über die beobachteten Frequenzen gemacht wurden.  
Für das Gen KCNQ1 konnten vier der 82 gefundenen bekannten Polymorphis-
men bestätigt werden. Auch hier ist anzuführen, dass für viele beschriebene 
SNPs keine Frequenzangaben zu finden waren und es sich somit um 
wahrscheinlich seltene Veränderungen handelt. Ebenfalls sind einige dieser 
SNPs bisher noch nicht in europäischen Kollektiven gefunden worden. 
Weiterhin ist zu berücksichtigen, dass in dieser Studie lediglich zehn Patienten 
auf Veränderungen des Gens KCNQ1 untersucht wurden und somit die Fallzahl 
auch eher gering ist.  
6.1.4 Restriktionsverdau  
Eine weitere Methode des direkten Mutationsnachweises stellt der Restriktions-
verdau dar. Anhand dieses Verfahrens wurden Kontrollprobanden auf die 
beobachteten genomischen Veränderungen hin untersucht. Durch einen Ba-
senaustausch kommen Schnittstellen für ein Restriktionsenzym hinzu oder ent-
fallen, so dass zwischen homozygoten und heterozygoten Trägern der Verän-
derung und dem Wildtyp unterschieden werden kann. 
Für die Veränderung g.5967G>T (gi:6165524) musste eine entsprechende 
Schnittstelle konstruiert werden. Dies gelang über die Verwendung eines an 
einer Basenposition veränderten Primers. 
6.1.5 Real-time PCR 
Anhand der Real-time PCR sollte eine Quantifizierung des Gens  
LOT1(ZAC1/PLAGL1) vorgenommen werden. 
Die Real-time PCR soll bei geeigneter Auswahl der Primer und der zu quantifi-
zierenden Sequenz eine hoch spezifische und sensitive Methode zur Quantifi-
zierung von Nukleinsäuren darstellen (Orlando et al., 1998). 
Dennoch erbrachte die Analyse unter Verwendung des Referenz-Fragments 
rs698769 des Gens PREPL (prolyl endopeptidase-like) nicht für alle unter-
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suchten Patienten ein eindeutiges Ergebnis. Deswegen wurde versucht, über 
eine Modifikation der eingesetzten DNA-Menge so wie der Primer und deren 
Verhältnis zueinander eine Spezifizierung des Ergebnisses zu erreichen. Wei-
tere Einflussfaktoren auf die Real-time-PCR-Analyse stellen Pipettierfehler so 
wie die Verwendung unterschiedlicher Standardreihen dar, welche zu 
Schwankungen innerhalb der ermittelten Werte führen können. Zudem lag die 
DNA der Patienten teilweise in einer schlechten Qualität vor, so dass nicht für 
alle Patienten valide Werte ermittelt werden konnten. 
6.2 Bedeutung des Gens LOT1(ZAC1/PLAGL1) für das Silver-Russell-Syn-
drom 
Das paternal exprimierte Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) wird als Mitglied eines 
Gen-Netzwerkes angesehen, welches das embryonale Wachstum reguliert (zur 
Übersicht: Varrault et al., 2006). Obwohl LOT1(ZAC1/PLAGL1) in Wachstums-
prozesse involviert zu sein scheint und somit auch ein Kandidatengen für das 
SRS darstellt, konnten in der vorliegenden Studie keine Hinweise auf eine be-
deutende Rolle für die Ätiologie des SRS gefunden werden. 
Zwei bereits in der Literatur beschriebenen SNPs für LOT1(ZAC1/PLAGL1) 
konnten bestätigt werden. Hierbei handelt es sich um die Varianten rs2076684 
in Exon 5 und rs9373409 in Exon 3. Weiterhin konnten sieben zuvor noch nicht 
beschriebene genomische Veränderungen nachgewiesen werden, welche sich 
bis auf eine Variante auch bei gesunden, normalwüchsigen Personen nachwei-
sen ließen.  
Die Variante g.9567G>T, lokalisiert im nicht-kodierenden Exon 3, konnte ledig-
lich bei einem Patienten und bei keiner von 100 Kontrollen beobachtet werden. 
Eine mögliche funktionelle Bedeutung für das SRS kann allerdings für diese 
Veränderung darüber ausgeschlossen werden, dass der betroffene Patient die-
sen Austausch von seiner Mutter geerbt hat. Da LOT1(ZAC1/PLAGL1) zu den 
maternal geprägten Genen gehört, wird diese veränderte Variante bei dem Pa-
tienten nicht exprimiert und trägt somit wahrscheinlich keine funktionelle Be-
deutung. 
Interessanterweise liegen zwei der beobachteten Varianten gekoppelt vor: 
g.10212T>A und g.10214C>A. Alle fünf hiervon betroffene Patienten haben die 
Veränderung von ihrem Vater geerbt, so dass die veränderte Geninformation 
abgelesen und exprimiert wird. Da die beiden Varianten ebenfalls im nicht-ko-
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dierenden Exon 3 liegen, lässt sich annehmen, dass die Variante möglicher-
weise einen Effekt auf regulatorische Elemente haben könnte. So befindet sich 
in der betroffenen Region eine mögliche Bindestelle für das regulatorische 
Protein CTCF. Hierbei handelt es sich um ein Zinkfinger-Protein, welches über 
eine spezifische DNA-Erkennungssequenz an DNA bindet und als 
Tranksriptionsfaktor und Tumorsuppressor wirkt. Zusammen mit anderen Pro-
teinen reguliert CTCF die Transkription und scheint in Tumoren dereguliert zu 
sein (zur Übersicht: Kim et al., 2007 und Filippova et al., 2008). Durch die beo-
bachteten gekoppelten Varianten entfällt diese mögliche CTCF-Bindestelle, was 
wiederum die Expression des Gens beeinflussen könnte. Um abzuklären ob an 
dieser Position tatsächlich eine Bindestelle vorliegt und die Varianten eine Ver-
änderung der Regulation hervorrufen, wären funktionelle Analysen sowohl zu 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) und CTCF notwendig, die nicht Gegenstand dieser Arbeit 
waren. Da die beiden Varianten allerdings auch bei gesunden Kontrollpersonen 
nachgewiesen werden konnten, kann davon ausgegangen werden, dass diese 
Veränderungen keinen wesentlichen Beitrag zur Ätiologie des SRS leisten.  
Eine weitere interessante Variante, die in dieser Studie beobachtet werden 
konnte, ist eine Deletion von 1bp in Intron 5: g.124748delT. Die Variante führt 
allerdings nicht zu einer Leserasterverschiebung, so dass auch hier davon aus-
gegangen werden kann, dass die Veränderung keinen bedeutenden Beitrag 
zum SRS leistet. Da bei der Veränderung die Base Thymin aus einem Stretch 
von vier Thymin-Basen entfällt, scheinen auch regulatorische Beeinträchtigun-
gen für diese Variante eher unwahrscheinlich zu sein. 
6.3 Bedeutung des Gens KNCQ1 für das Silver-Russell-Syndrom 
KCNQ1 kodiert für einen spannungsabhängigen K+-Kanal, der vor allem im 
Herzen und an Epithelien exprimiert wird. Das Gen ist lokalisiert in der Region 
11p15.5, für die sowohl genetische als auch epigenetische Mutationen bekannt 
sind, die zum SRS und BWS führen können (zur Übersicht: Jespersen et al., 
2005 und Eggermann et al., 2008). Es konnten in dieser Studie keine Verände-
rungen im Gen KCNQ1 nachgewiesen werden, die für eine mögliche Beteili-
gung am SRS sprechen. Bei den zehn untersuchten Patienten, die keine Hypo-
methylierung in der KCNQ1-benachbarten Region ICR1 aufwiesen, konnten 
lediglich bereits bekannte apathogene SNPs nachgewiesen werden. 
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Somit konnte für die untersuchten SRS-Patienten eine Ursache durch geneti-
sche Veränderungen im Bereich von KCNQ1 ausgeschlossen werden. Aller-
dings ist anzumerken, dass die Stichprobengröße gering gewählt wurde, so 
dass das Ergebnis auch aus einem Selektionsartefakt resultieren könnte. Da 
KCNQ1 jedoch keine direkten wachstumsregulierenden Funktionen besitzt, ist 
zusammen mit den Ergebnissen dieser Studie die Bedeutung des Gens für die 
Ätiologie des SRS eher als gering anzunehmen. 
6.4 Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gesetz 
Die statistische Auswertung mittels χ²-Test diente der Überprüfung, ob die ge-
fundenen genetischen Veränderungen mit der jeweiligen Frequenz dem Hardy-
Weinberg-Gesetz entsprechen oder nicht. Für die meisten genetischen Varian-
ten konnte eine Übereinstimmung mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz nachgewie-
sen werden. Bei beiden Genen traf dies jedoch bei jeweils einer Veränderung 
nicht zu: g.52790C>T in LOT1(ZAC1/PLAGL1) und rs11601907C>T in KCNQ1.  
Eine Beeinflussung des Populationsgleichgewichtes ist vor allem bei sehr klei-
nen Populationen zu beobachten. So ist anzunehmen, dass die beobachtete 
Ablehnung der Nullhypothese für diese beiden Varianten aus der geringen Pro-
bandenanzahl in dieser Studie resultiert und es sich lediglich um eine Zufalls-
abweichung handelt.  
6.5 Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit konnte kein Hinweis auf eine bedeutende Beteiligung 
der Gene LOT1(ZAC1/PLAGL1) und KCNQ1 bei der Ätiologie des SRS gefun-
den werden. Es konnten lediglich apathogene Varianten nachgewiesen werden, 
die keinen Einfluss auf das SRS zu haben scheinen.  
Hierbei ist allerdings nicht auszuschließen, dass die Splicevarianten ZAC1 und 
PLAGL1, die sich im kodierenden Bereich teilweise von LOT1 unterscheiden, 
möglicherweise eine größere Bedeutung als LOT1 selbst einnehmen können. 
Da bei einem Großteil der SRS-Patienten zurzeit noch keine genetische 
Ursache gefunden wurde, sind weitere Studien notwendig, um die Ätiologie des 
SRS vollständig zu erfassen. Vor allem die Region 11p15.5 und auch andere 
wachstumsregulierende Gene neben LOT1(ZAC1/PLAGL1) bleiben weiterhin 
wichtige Kandidaten, die einen wesentlichen Beitrag zur Ätiologie des SRS 
leisten können. Dabei ist eine einheitlichere Diagnosestellung durch definierte 
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Kriterien wünschenswert, um die Erfassung des betroffenen Personenkreises 
und damit eine genauere Eingrenzung der möglichen Kandidatengene zu 
erreichen. 
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7 Zusammenfassung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Beitrag der Gene 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) und KCNQ1 zum Silver-Russell-Syndrom zu untersu-
chen. 
Hierzu wurden sowohl LOT1(ZAC1/PLAGL1) als auch KCNQ1 auf genomische 
Veränderungen hin untersucht. Weiterhin wurde für LOT1(ZAC1/PLAGL1) eine 
quantitative Genkopie-Bestimmung vorgenommen, um genomische Imbalancen 
feststellen zu können. Um eine Aussage über die Qualität der beobachteten 
Varianten treffen zu können, wurde ein Kontrollkollektiv von normalwüchsigen 
Personen auf die gefundenen Veränderungen hin untersucht. 
 
In einem Kollektiv von 30 Patienten mit SRS, von denen 15 Patienten eine Hy-
pomethylierung in der ICR1 der Region 11p15.5 aufwiesen, und 14 Patienten 
mit isolierter IUGR, konnten keine relevanten pathogenen Varianten im Gen 
LOT1(ZAC1/PLAGL1) gefunden werden, die für eine Beteiligung am SRS 
sprechen. Es konnten lediglich sieben noch nicht beschriebene 
Polymorphismen gefunden werden. Hierbei zeigten sich die Polymorphismen 
g.10212T>A und g.10214C>A in Exon 3 als besonders interessant, da sie 
gekoppelt vererbt wurden. Bei einer anschließenden Analyse von 
Kontrollprobanden ließen sich diese Varianten allerdings auch bei 
normalwüchsigen Personen nachweisen, so dass durch diese Veränderungen 
kein Einfluss auf das Wachstum der SRS-Patienten zu vermuten ist. Eine wei-
tere Variante, g.9567G>T, konnte lediglich bei einem Patienten und nicht im 
Kollektiv von 100 Kontrollen nachgewiesen werden. Eine Bedeutung für das 
SRS ist in diesem Fall dennoch eher auszuschließen, da der Patient diese Va-
riante von seiner Mutter geerbt hat. Da das mütterliche Allel der Prägung 
unterliegt, wird das Gen lediglich von der väterlichen Erbanlage her exprimiert, 
sodass bei diesem Patienten keine Beeinträchtigung aufgrund der Veränderung 
zu erwarten ist. Eine detektierte Deletion in Intron 5 zeigt ebenfalls für die 
Expression des LOT1-Proteins keine Relevanz, da sie nicht zu einer 
Leserasterverschiebung führt. Aus diesem Grund wurden keine 
Kontrollpersonen auf diese Veränderung hin untersucht. Möglicherweise kann 
durch die Deletion eine Leserasterverschiebung für die Splicevariante ZAC1 
resultieren, dies war allerdings nicht mehr Gegenstand der vorliegenden Arbeit 
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und bleibt somit offen. Die weiteren beobachteten Varianten konnten alle bei 
normalwüchsigen Kontrollen nachgewiesen werden. Genomische Imbalancen 
ließen sich nicht nachweisen, so dass insgesamt eine wesentliche Bedeutung 
von LOT1(ZAC1/PLAGL1) für das SRS ausgeschlossen werden kann. 
 
Zehn der SRS-Patienten ohne Hypomethylierung der ICR1 wurden weiterhin 
auf genomische Varianten im Gen KCNQ1 untersucht. Hierbei ließen sich aller-
dings lediglich vier bereits bekannte apathogene Polymorphismen nachweisen. 
Unbekannte Veränderungen wurden nicht gefunden, so dass für diese Patien-
ten eine Mutation im Gen KCNQ1 als Ursache für das SRS ausgeschlossen 
werden kann. Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs in dieser Studie ist 
eine Beteiligung von KCNQ1 an der Ätiologie des SRS nicht gänzlich auszu-
schließen. Da das Gen und sein Produkt allerdings nicht direkt in Wachstums-
prozesse involviert sind, ist eine führende Bedeutung als eher unwahrscheinlich 
anzusehen.  
 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass eine 
wesentliche Bedeutung der geprägten Gene LOT1(ZAC1/PLAGL1) und KCNQ1 
für die Ätiologie des SRS ausgeschlossen werden kann. 
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8 Tabellen 
Tabelle 8.1 verwendete Primerpaare für das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) für SSCP (Exon 1, 2, 
4, 5) und Sequenzierung (Exon 3, 6) 
Frag-
ment 
Exon-
größe 
(bp) 
Produkt- 
größe 
(bp) 
Primer-
bezeichnung 
Primersequenz 
5’ → 3’ 
Exon 1 328 288 ZAC-1.1F 
ZAC-1.1R 
acgtgtgggtgccgctcagct 
ggagagtgaggccagagcacg 
  294 ZAC-1.2F 
ZAC-1.2R 
ggtaccgccccgagccttgat 
tcctcgcagcgcggcaatgca 
Exon 2 72 211 ZAC-2F 
ZAC-2R 
ccctggtatccttgaactca 
gggttccgcatagacgtatt 
Exon 3 1444 607 ZAC-3.1F 
ZAC-3.1R 
tgtgtgtgcacagttgggtt 
agaccaagaagggaagacag 
  569 ZAC-3.2F 
ZAC-3.2R 
gaaagtagcctcctgtaggt 
tgagttccgtggctgaatgt 
  587 ZAC-3.3F 
ZAC-3.3R 
cagtttccagcagggtcttt 
ctgaggcagatagagaagga 
  1670 ZAC-3.1F 
ZAC-3.3R 
tgtgtgtgcacagttgggtt 
ctgaggcagatagagaagga 
Exon 4 74 206 ZAC-4F 
ZAC-4R 
tcctagcttcattccctgac 
aacctccagcatgttcttgc 
Exon 5 476 260 ZAC-5.1F 
ZAC-5.1R 
ttgattctgaagcggtcagg 
tggttctacccagacatgga 
  219 ZAC-5.2F 
ZAC-5.2R 
aagctagtgacagctgagag 
tcttgccacataactggcag 
  246 ZAC-5.3F 
ZAC-5.3R 
ggtcagcacatctgaaaagg 
catccatatcctgtgtccct 
Exon 6 2362 793 ZAC-6.1F 
ZAC-6.1R 
aagagtcagatcctgtctca 
ccttcagttggaatgaaggc 
  871 ZAC-6.2F 
ZAC-6.2R 
gagaccttctgagcaccttc 
catctcaagccagtcatcac 
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  1000 ZAC-6.1F 
ZAC-Ex6.left 
aagagtcagatcctgtctca 
cttaacctgtggggcaaaga 
  1334 ZAC-Ex6.right 
ZAC-6.3R 
gcctcagtcacctcaaaagc 
cacattgcagcatcttgtgg 
  234 ZAC-Ex6.right 
ZAC-Ex6.left 
cttaacctgtggggcaaaga 
gcctcagtcacctcaaaagc 
Tabelle 8.2 zusätzliche Primerpaare für das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) für Restriktionsverdau 
und SSCP 
Fragment Produkt- 
größe (bp) 
Primer-
bezeichnung 
Primersequenz 
5’ → 3’ 
Exon 1 241 ZAC1-Re1F 
ZAC1-Re1R 
cccgagccttgatttagaca 
agcacccaaacacctaccc 
Exon 3 440 ZAC-3.3F 
ZAC1-3mis 
cagtttccagcagggtcttt 
gctaaaacaaacaaaaacacccac 
 146 ZAC-3.3F 
ZAC3_SSCP_R 
cagtttccagcagggtcttt 
ggtcagtacttgcagcacca 
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Tabelle 8.3 PCR-Bedingungen für das Gen LOT1(ZAC1/PLAGL1) (*Verwendung der Q-solution 
von QIAGEN; ** Verwendung des Enhancers von Invitrogen) 
Exon Primer PCR-Bedingungen Zyklen-
anzahl 
1 ZAC-1.1F/ZAC-1.1R 94°C 30’’, 55°C 30’’, 72°C 1’    * 40x 
 ZAC-1.2F/ZAC-1.2R 94°C 30’’, 52°C 30’’, 72°C 1’    * 40x 
 ZAC1-Re1F/ZAC1-Re1R 94°C 30’’, 57°C 1’, 72°C 1,5’   ** 35x 
2 ZAC-2F/ZAC-2R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
3 ZAC-3.1F/ZAC-3.1R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
 ZAC-3.2F/ZAC-3.2R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
 ZAC-3.3F/ZAC-3.3R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
 ZAC-3.1F/ZAC-3.3R 94°C 30’’, 56°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
 ZAC-3.3F/ZAC1-3mis 94°C 30’’, 56°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
 ZAC3.3F/ZAC3_SSCP_R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
4 ZAC-4F/ZAC-4R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
5 ZAC-5.1F/ZAC-5.1R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
 ZAC-5.2F/ZAC-5.2R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
 ZAC-5.3F/ZAC-5.3R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
6 ZAC-6.1F/ZAC-6.1R 94°C 30’’, 60°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
 ZAC-6.2F/ZAC-6.2R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
 ZAC-6.1F/ZAC-Ex6.left 94°C 30’’, 61°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
 ZAC-Ex6.right/ZAC-6.3R 94°C 30’’, 59°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
 ZAC-Ex6.right/ZAC-
Ex6.left 
94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
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Tabelle 8.4 verwendete Primerpaare für KCNQ1 für die Sequenzierung  
Fragment Produkt- 
größe 
(bp) 
Exon-
größe 
(bp) 
Primerbe-
zeichnung 
Primersequenz 
5’ → 3’ 
Exon 1 248 91 KVLQ1-1F 
KVLQ1-1R 
actgccgtgtccctgtctt 
tatcagggcaggaccaatgt 
Exon 1a 464 165 KVLQ1-1aF 
KVLQ1-1aR 
KCNQ1-1a2F 
KCNQ1-1a2R 
tggccaaaaaatgccccttctc 
cttcaagggagagtgcagagtt 
ccccttctcgctggaact 
acaccagctctcaggaagcac 
Exon 
UTR/1b 
591 260 KVLQ1-UTR/1b-F 
KVLQ1-UTR/1b-R 
tagtctggttgctgtcgttc 
gaagcgcatgccccatccatt 
Exon 1c 591 96 KVLQ1-1cF 
KVLQ1-1cR 
actggcactgtgtgttatcc 
ggcgttttgtaaccctgagat 
Exon 2 601 128 KVLQ1-2F 
KVLQ1-2R 
cttcagcggaggctccagcat 
aggggactccatctggtaggg 
Exon 2a 321 264 KVLQ1-2a-F 
KVLQ1-2a-R 
agtggcagtgactgtgccttag 
aaaagctctggaaccggagac 
Exon 3 411 81 KVLQ1-3F 
KVLQ1-3R 
cctatccgaggtgtctccat 
tgctccacccatcccagcacat 
Exon 4 411 101 KVLQ1-4F 
KVLQ1-4R 
gggatggacatatacccagcct 
ttgggcttgctctgagatcct 
Exon 5 390 145 KVLQ1-5F 
KVLQ1-5R 
tgtgaggagtgggctatatt 
aagtctcaagacaccagtgc 
Exon 6 440 113 KVLQ1-6F 
KVLQ1-6R 
acataccttgtgtgtgacgc 
gaagcaccctcttggttctg 
Exon 7 428 97 KVLQ1-7F 
KVLQ1-7R 
acctggggtataagttctgc 
ttccacaagcagagtatgcc 
Exon 8 440 129 KVLQ1-8F 
KVLQ1-8R 
catgtcaagcctgtgactct 
acctagcatcgggtgtatgg 
Exon 9 410 128 KVLQ1-9F 
KVLQ1-9R 
gtccctgtccgggtgtatgt 
tctagaagctccaccctctg 
Exon 10 472 123 KVLQ1-10F 
KVLQ1-10R 
aaactgattgtcagggctgg 
aagaggatcatgttcccagg 
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Exon 11 482 76 KVLQ1-11F 
KVLQ1-11R 
cacactgggacatggcctaa 
aagacactgcatgtgtccctgg 
Exon 12 
 
392 99 KVLQ1-12F 
KVLQ1-12R 
ccaagctgatggggacaagct 
ggcaagaactcagggtctca 
Exon 13 410 49 KVLQ1-13F 
KVLQ1-13R 
actccccctttccgagatcc 
ccttactccctggctttcat 
Exon 14 442 66 KVLQ1-14F 
KVLQ1-14R 
caccgtaccacccctggtattt 
tccttccatgggggaccaatg 
Exon 15 607 238 KVLQ1-15F 
KVLQ1-15R 
gcctgcatacagcatgcact 
tggggtaacaactcagacc 
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Tabelle 8.5 PCR-Bedingungen für das Gen KCNQ1 (*Verwendung der Q-solution von QIAGEN, 
**Verwendung von DMSO) 
Exon Primer PCR-Bedingungen Zyklen-
anzahl 
1 KVLQ1-1F/KVLQ1-1R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’     35x 
1a KVLQ1-1aF/KVLQ1-
1aR 
94°C 30’’, 53°C 30’’, 72°C 1’    * 40x 
UTR/1b KVLQ1-UTR/1b-F/ 
KVLQ1-UTR/1b-R 
94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
1c KVLQ1-1cF/KVLQ1-
1cR 
94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
2a KVLQ1-2F/KVLQ1-2R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
2 KVLQ1-2a-F/KVLQ1-
2a-R 
94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
3 KVLQ1-3F/KVLQ1-3R 94°C 30’’, 54°C 30’’, 72°C 1’    * 40x 
4 KVLQ1-4F/KVLQ1-4R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
5 KVLQ1-5F/KVLQ1-5R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
6 KVLQ1-6F/KVLQ1-6R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
7 KVLQ1-7F/KVLQ1-7R 94°C 30’’, 54°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
8 KVLQ1-8F/KVLQ1-8R 94°C 30’’, 59°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
9 KVLQ1-9F/KVLQ1-9R 94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
10 KVLQ1-10F/KVLQ1-
10R 
94°C 30’’, 60°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
11 KVLQ1-11F/KVLQ1-
11R 
94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
12 KVLQ1-12F/KVLQ1-
12R 
94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 35x 
13 KVLQ1-13F/KVLQ1-
13R 
94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
14 KVLQ1-14F/KVLQ1-
14R 
94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’ 40x 
15 KVLQ1-15F/KVLQ1-
15R 
94°C 30’’, 57°C 30’’, 72°C 1’   ** 40x 
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